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RESUMO 
 
A complexa composição química da gordura do leite lhe confere propriedades físicas 
diferenciadas em termos de plasticidade e ampla faixa de fusão. Essas características permitem 
que a gordura do leite possa ser modificada por diferentes métodos para ampliar sua gama de 
aplicações. Com este foco, o método de hidrogenação ainda foi pouco explorado. A hipótese 
deste trabalho foi que diferente dos óleos vegetais, a gordura anidra do leite totalmente 
hidrogenada (GALTH), resultaria em um material lipídico único e diferenciado, cuja 
composição química e propriedades físicas eram desconhecidas. Neste contexto, os objetivos 
gerais deste trabalho foram produzir e caracterizar o material lipídico, obtido a partir da 
hidrogenação total da gordura do leite, bem como avaliar seu potencial para estruturar bases 
lipídicas, e para compor sistemas lipídicos micro e nanoestruturados. Para atender aos objetivos 
propostos, o trabalho foi dividido em quatro etapas. A primeira etapa consistiu em produzir e 
caracterizar o material lipídico obtido a partir da hidrogenação total da gordura anidra do leite. 
A segunda etapa teve por objetivo avaliar o potencial da GALTH para produzir micropartículas 
lipídicas sólidas por spray chilling e avaliar a estabilidade física das micropartículas durante o 
armazenamento a diferentes temperaturas (5 a 25 °C). Na terceira etapa avaliou-se o potencial 
da GALTH como modulador de processos de cristalização de bases lipídicas com diferentes 
graus de insaturações, utilizando-se misturas simples de GALTH com óleo de girassol alto 
oleico ou gordura anidra do leite em diferentes proporções. E, na quarta etapa, o objetivo foi 
avaliar o potencial da GALTH e de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações para a 
formulação de nanopartículas lipídicas sólidas e carreadores lipídicos nanoestruturados, 
respectivamente. Os resultados indicaram que a hidrogenação total da gordura do leite resultou 
em uma matriz lipídica com composição em ácidos graxos extremamente heterogênea, com 
maior estabilidade térmica e ponto de fusão de 46 °C. As micropartículas de GALTH 
apresentaram formato esférico, superfície lisa e com ampla variação de tamanho. Quando 
estocadas a 25 °C, apresentaram maior tamanho e maior aglomeração, devido o maior teor de 
gordura líquida no sistema. Em todas as temperaturas de armazenamento, as micropartículas se 
mantiveram estáveis na forma polimórfica β’. A GALTH foi capaz de induzir a cristalização de 
bases lipídicas contendo até 50% de óleo vegetal. As diferentes proporções de misturas 
alteraram o comportamento térmico de fusão e cristalização da GALTH, porém não 
modificaram a forma polimórfica (β’). Todas as nanopartículas lipídicas obtidas apresentaram 
diâmetro menor que 200 nm, sendo que o tempo de armazenamento não afetou o seu tamanho. 
As nanopartículas lipídicas estabilizadas com caseinato de sódio apresentaram maior 
estabilidade física. E nanopartículas com maior teor de ácidos graxos insaturados apresentaram 
maior tamanho. A escala nanométrica modificou o polimorfismo das bases lipídicas das 
nanopartículas, sendo que bases lipídicas contínuas que cristalizavam na forma β’, quando 
incorporadas em nanopartículas passaram a cristalizar na forma β. Neste trabalho, foi 
confirmado o potencial de aplicação da GALTH para compor diferentes estruturas, as quais 
podem ser utilizadas em formulações nas indústrias de alimentos, cosméticos e fármacos. 
 
Palavras-chave: Hidrogenação, lipídeos, micropartículas lipídicas, nanopartículas, 
cristalização. 
 
ABSTRACT 
 
The complex chemical composition of milk fat gives it different physical properties in terms of 
plasticity and wide melting range. These characteristics allow milk fat to be modified by 
different methods to extend its range of applications. With this focus, the hydrogenation method 
was still little explored. The hypothesis of this work was that, unlike vegetable oils, fully 
hydrogenated anhydrous milk fat (FHAMF) would result in a unique and differentiated lipid 
material whose chemical composition and physical properties were unknown. In this context, 
the general objectives of this work were to produce and characterize the lipid material obtained 
from the total hydrogenation of milk fat, as well as to evaluate its potential to structure lipid 
bases and to compose micro and nanostructured lipid systems. To meet the proposed objectives, 
the work was divided into four steps. The first step consisted of producing and characterizing 
the lipid material obtained from the full hydrogenation of anhydrous milk fat. The second step 
was to evaluate the potential of FHAMF to produce solid lipid microparticles by spray chilling 
and to evaluate the physical stability of microparticles during storage at different temperatures 
(5 to 25 °C). In the third step, the potential of FHAMF was evaluated as a modulator of the 
crystallization processes of lipid bases with different degrees of unsaturations, using simple 
mixtures of FHAMF with high oleic sunflower oil or anhydrous milk fat in different 
proportions. And, in the fourth step, the objective was to evaluate the potential of FHAMF and 
of lipid bases with different degrees of unsaturations for the formulation of solid lipid 
nanoparticles and nanostructured lipid carriers, respectively. The results indicated that the total 
hydrogenation of milk fat resulted in a lipid matrix with extremely heterogeneous fatty acid 
composition, with a higher thermal stability and a melting point of 46 °C. In the second step, 
the FHAMF microparticles presented a spherical shape, smooth surface and with wide variation 
of size. When stored at 25 °C, they presented larger size and greater agglomeration, due to the 
higher liquid fat content in the system. And at all storage temperatures, the microparticles 
remained stable in the polymorphic form β'. In the third step, FHAMF was able to structure 
lipid bases containing up to 50% of vegetable oil. The different proportions of mixtures altered 
the melting and crystallization behavior of FHAMF, but did not modify the polymorphic form 
(β'). All lipid nanoparticles obtained presented a diameter of less than 200 nm, and storage time 
did not affect its size. Lipid nanoparticles stabilized with sodium caseinate showed greater 
physical stability. And nanoparticles with higher content of unsaturated fatty acids, presented 
larger size. The nanometric scale modified the polymorphism of the nanoparticles lipid bases, 
since bulk lipid bases that crystallized in the form β', when incorporated into nanoparticles 
began to crystallize in the β form. In this work, it was confirmed the potential of applying 
FHAMF to compose different structures, which can be used in formulations in the food, 
cosmetic and pharmaceutical industries. 
 
Keywords: Hydrogenation, lipids, lipid microparticles, nanoparticles, crystallization.   
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1. INTRODUÇÃO 
 
A gordura está presente no leite na forma de glóbulos microscópios em uma 
emulsão óleo em água. Estes glóbulos são compostos por um núcleo de triacilgliceróis 
protegidos por uma membrana lipoproteica. Os triacilgliceróis são os lipídeos majoritários 
(98%) do leite, e determinam, consequentemente, as propriedades físicas da gordura do leite 
(MACGIBBON & TAYLOR, 2006). Devido seu complexo processo de síntese, na gordura do 
leite já foram identificados mais de 400 ácidos graxos, que variam em comprimento de cadeia, 
posição e número de insaturações e ramificações. Aproximadamente 65% desses ácidos graxos 
são saturados, sendo os ácidos mirístico (C14:0), palmítico (C16:0) e esteárico (C18:0) os 
encontrados em maior concentração. Dentre os ácidos graxos insaturados, o ácido oleico (C18:1 
cis-9) é o que se apresenta em maior proporção (JENSEN, 2002; MACGIBBON & TAYLOR, 
2006). Somente os 11 principais ácidos graxos do leite renderiam, sozinhos, 113, ou 1.331 
diferentes combinações de triacilgliceróis. Considerando-se 400 diferentes ácidos graxos, pode-
se pensar em 64 milhões de diferentes triacilgliceróis. Este padrão é único na natureza e é muito 
diferente da maioria dos óleos vegetais, que apresentam em média de 5 a 10 diferentes ácidos 
graxos, nos quais predominam os ácidos graxos com 18 carbonos [esteárico (C18:0), oleico 
(C18:1 cis), linoleico (C18:2 cis) e linolênico (C18:3 cis)] (WALSTRA, WOUTERS & 
GEURTS, 2006).  
Essa composição química única e complexa, caracterizada principalmente pela 
heterogeneidade na composição triacilglicerólica, resulta em uma gordura com propriedades 
físicas diferenciadas em termos de conteúdo de gordura sólida, ponto de fusão, comportamento 
térmico de cristalização e fusão, microestrutura e hábito polimórfico. A gordura do leite 
apresenta extensa faixa de fusão (-40 a 40 °C), ponto de fusão médio de 32 °C e cristalização 
predominantemente na forma β’ (MACGIBBON & TAYLOR, 2006; FREDRICK et al., 2011). 
Devido a sua composição química e propriedades físicas, a gordura do leite é considerada 
naturalmente plástica. A plasticidade de uma base lipídica expressa a relação entre os conteúdos 
de gordura sólida e líquida a uma dada temperatura e depende, consequentemente, da 
capacidade da estrutura cristalina de aprisionar a gordura líquida no sistema (KARABULUT, 
TURAN & ERGIN, 2004). 
Embora a gordura do leite apresente características desejáveis do ponto de vista 
tecnológico e sensorial, como por exemplo, ponto de fusão próximo à temperatura corporal (36 
°C), textura naturalmente plástica e polimorfismo predominante na forma β’, essas 
características podem ser limitantes para aplicações que exijam maior estabilidade térmica da 
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gordura, como por exemplo, em sistemas alimentícios submetidos à variações de temperatura 
durante a estocagem ou para produção de micro e nanopartículas lipídicas estáveis. Sistemas 
lipídicos micro e nanoestruturados utilizando lipídios naturais e seguros são atualmente de 
grande interesse da indústria de alimentos, especialmente para a veiculação e proteção de 
compostos bioativos, o que torna a gordura do leite potencialmente interessante (TRUONG et 
al., 2015). 
Diferentes técnicas de modificação da gordura do leite têm sido estudadas visando 
a obtenção de bases lipídicas com comportamentos específicos para diferentes aplicações. 
Algumas modificações tem o objetivo de alterar o comportamento de cristalização, como por 
exemplo através do método físico de separação dos triacilgliceróis com base na diferença de 
ponto de fusão, através do qual a gordura do leite é fracionada em porções de alto (fração 
estearina) e baixo (fração oleína) ponto de fusão, após cristalização controlada (TRUONG et 
al., 2015; CISNEROS et al., 2006; KRISHNA et al., 2007; QUEIRÓS, GRIMALDI & 
GIGANTE, 2016). A gordura também pode ser quimicamente modificada, neste caso, por 
interesterificação. Em essência, a reação de interesterificação química ocorre na presença de 
um catalisador inorgânico, como o metóxido de sódio, para promover o rearranjo dos ácidos 
graxos na molécula do glicerol e consequentemente modificar as propriedades físicas da 
gordura do leite (RODRIGUES & GIOIELLI, 2003). Outras formas de modificação da gordura 
do leite envolvem sua mistura simples com óleos vegetais líquidos (KRISHNA et al., 2007; 
DANTHINE, 2012; VIRIATO et al., 2018a), com óleos vegetais hidrogenados (SHEN et al., 
2001; NEVES 2018), ou com ceras (KERR et al., 2011). Essas misturas têm o objetivo de 
modificar as propriedades físicas da gordura do leite, tanto para aumentar, quanto para reduzir 
sua plasticidade. Em alguns casos de aplicação, a gordura do leite requer maior plasticidade; 
neste sentido, Viriato et al. (2018b) avaliaram o efeito da adição de bases lipídicas compostas 
por misturas de gordura do leite e óleo de girassol alto oleico nas propriedades químicas e físicas 
de spreads e obtiveram produtos com maior plasticidade e menor concentração de ácidos graxos 
saturados. Por outro lado, Neves (2018) avaliou a adição de diferentes proporções de óleo de 
soja totalmente hidrogenado (hardfat) na gordura do leite e obteve bases lipídicas com potencial 
tecnológico para aplicação como estruturante e indutores de cristalização, uma vez que a adição 
de hardfat de soja modificou as propriedades físicas da gordura do leite, resultando em uma 
gordura com maior estabilidade térmica e maior ponto de fusão. 
Outro método de modificação da gordura do leite pouco explorado é a saturação 
das duplas ligações por hidrogenação, a qual é conseguida a alta temperatura, na presença de 
H2 e de um catalizador metálico (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006). Essa 
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modificação pode, supostamente, melhorar a performance da gordura para aplicações 
tecnológicas que exijam maior ponto de fusão e estabilidade térmica. Da mesma forma que para 
os óleos vegetais, o aumento do grau de saturação será acompanhado do aumento do ponto de 
fusão e da estabilidade térmica da gordura. Entretanto, nossa hipótese é que, diferentemente 
dos óleos vegetais, que em função da sua composição química resultam em hardfats com 
composição em triacilglicerol homogênea e elevado ponto de fusão (RIBEIRO, BASSO & 
KIECKBUSCH, 2013; OLIVEIRA, RIBEIRO & KIECKBUSCH, 2015), a gordura do leite 
totalmente hidrogenada, devido sua heterogeneidade em triacilgliceróis, resultaria em um 
material lipídico único e diferenciado, cuja composição em ácidos graxos, conteúdo de gordura 
sólida, ponto de fusão, comportamento térmico de cristalização e fusão, microestrutura e hábito 
polimórfico eram desconhecidas. Neste contexto, os objetivos gerais deste trabalho foram 
produzir e caracterizar o material lipídico obtido a partir da hidrogenação total da gordura do 
leite, bem como avaliar seu potencial para modular processos de cristalização, estruturar bases 
lipídicas, e para compor sistemas lipídicos micro e nanoestruturados.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivos gerais 
Produzir e caracterizar o material lipídico obtido a partir da hidrogenação total da 
gordura do leite, bem como avaliar seu potencial para modular processos de cristalização, 
estruturar bases lipídicas, e para compor sistemas lipídicos micro e nanoestruturados.  
 
2.2 Objetivos específicos 
• Produzir e caracterizar o material lipídico obtido a partir da hidrogenação total da 
gordura anidra do leite.  
• Avaliar o potencial da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH) para 
produzir micropartículas lipídicas sólidas por spray chilling e avaliar a estabilidade 
física das micropartículas durante o armazenamento a diferentes temperaturas.  
• Avaliar o potencial da GALTH como modulador de processos de cristalização de bases 
lipídicas com diferentes graus de insaturações, utilizando-se misturas simples de 
GALTH com óleo de girassol alto oleico (OGAO) ou gordura anidra do leite (GAL) em 
diferentes proporções.  
• Avaliar o potencial da GALTH e de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações 
para a formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e carreadores lipídicos 
nanoestruturados (CLN), respectivamente. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 Gordura do leite: síntese, composição e propriedades físicas 
A síntese dos componentes do leite ocorre majoritariamente nas células secretoras 
da glândula mamária. Na extremidade basal, precursores dos componentes do leite são retirados 
do sangue, e no final apical, os componentes do leite são secretados no lúmen. Os triacilgliceróis 
são sintetizados no citoplasma, formando pequenos glóbulos, que crescem enquanto são 
transportados em direção à extremidade celular (região apical). Esses glóbulos são secretados 
pela célula epitelial, revestidos com o material da superfície, que é denominado de membrana 
do glóbulo de gordura do leite (MGGL). Esta membrana é composta principalmente por 
proteínas, colesterol, enzimas e lipídeos polares derivados do retículo endoplasmático, do 
citoplasma da célula e da parede celular da membrana apical (WALSTRA, WOUTERS & 
GEURTS, 2006; PATTON & KEENAN, 1975; JENSEN, 2002).  
Os triacilgliceróis (TAGs) correspondem a 98% dos lipídeos do leite bovino. Esses 
triacilgliceróis são compostos por aproximadamente 400 ácidos graxos, que variam em 
comprimento de cadeia, posição e número de insaturações e ramificações (JENSEN, 2002). A 
gordura do leite é caracterizada pelo alto teor de gordura saturada (aproximadamente 65%), 
triacilgliceróis com vasta gama de massa molecular (de 28 a 56 átomos de carbono) e diferentes 
tamanhos de cadeia de ácidos graxos (de C4 a C18) (MAZZANTI, MARANGONI & IDZIAK, 
2009). Durante a síntese da gordura do leite, no rúmen, ocorre extensiva biohidrogenação das 
duplas ligações dos ácidos graxos insaturados, a qual produz triacilgliceróis de alto ponto de 
fusão, que são incompatíveis com a temperatura fisiológica do animal. Entretanto, para manter 
parte da gordura do leite na forma líquida, com ácidos graxos de menor ponto de fusão, ocorrem 
os seguintes mecanismos: (i) a produção de ácidos graxos de cadeia curta, que são produzidos 
pela flora ruminal, e derivados da síntese de novo a partir dos precursores β-hidroxibutirato e 
acetato; e (ii) a conversão dos ácidos graxos saturados, realizada pela enzima dessaturase 
presente na glândula mamária, que converte o ácido esteárico (C18:0) em ácido oleico (C18:1), 
e em menor quantidade, converte C16:0 em C16:1, permitindo assim a produção de uma 
gordura com equilíbrio entre o teor de gordura líquida e gordura sólida, e com ponto de fusão 
compatível com a temperatura corpórea (SHINGFIELD, BONNET & SCOLLAN, 2013; 
BAUMAN & GRIINARI, 2003; WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006). 
A ampla variedade de espécies de TAGs existentes na gordura do leite conferem 
uma extensa faixa de fusão que varia de -40 a 40 °C. A Figura 1, apresenta as distintas faixas 
de fusão da gordura do leite. Essas faixas não são bem definidas, no entanto, normalmente são 
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divididas em três frações, que são denominadas de frações de baixo, médio e alto ponto de 
fusão. A fração de baixo ponto de fusão (BPF) abrange os ácidos graxos de cadeia curta (C 4:0 
a C8:0) e os ácidos graxos insaturados de cadeia longa (C 18:1, 18:2, 18:3 e 20:1). A fração de 
médio ponto de fusão (MPF) inclui os ácidos graxos de cadeia média (C10:0 a C14:0), e a 
fração de alto ponto de fusão (APF) contém os ácidos graxos saturados acima de 16 carbonos 
(RYE, LITWINENKO & MARANGONI, 2005; WRIGHT, MARANGONI & HARTEL, 
2011).  
 
 
Figura 1. Comportamento térmico de fusão da gordura anidra do leite. BPF: baixo ponto de 
fusão; MPF: médio ponto de fusão; APF: alto ponto de fusão. 
Fonte: Autoria própria. 
 
A composição química da gordura do leite é a propriedade fundamental que governa 
suas características de cristalização, tais como a nucleação, o crescimento dos cristais e a 
formação da rede cristalina (RAMEL & MARANGONI, 2019). Durante a cristalização, os 
triacilgliceróis da gordura do leite podem ser empacotados em diferentes estruturas 
polimórficas. A formação dessas formas cristalinas é afetada por diversos fatores, como 
composição em triacilgliceróis, taxa de resfriamento, temperatura de cristalização e quantidade 
de gordura líquida. Mais de uma forma polimórfica pode coexistir na gordura do leite. As 
formas mais encontradas são α, β’ e β, listadas em ordem crescente de estabilidade e ponto de 
fusão. Essas formas polimórficas são caracterizadas por short-spacings de 4,15 Å (α), 4,2 e 3,8 
Å (β′) e 4,6 Å (β), determinados por difração de raio-x de alto ângulo (TZOMPA-SOSA et al., 
2016; RØNHOLT et al., 2014). O polimorfo β′ é a forma polimórfica mais comum encontrada 
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na gordura do leite. Ele pode ser formado diretamente a partir do material fundido ou através 
da transformação do polimorfo α (RYE, LITWINENKO & MARANGONI, 2005). 
O uso da gordura do leite como um ingrediente na indústria de alimentos contribui 
substancialmente para melhoria das propriedades físicas e sensoriais dos produtos. O sabor e 
aroma da gordura do leite são característicos e agradáveis ao paladar humano, devido a sua 
complexa composição. Os principais contribuintes de sabor incluem ácidos graxos de cadeia 
curta (C 4:0 e C 6:0), lactonas, metilcetonas e aldeídos. Além das propriedades de sabor, a 
gordura do leite apresenta a característica de derreter na boca de forma gradual e completa 
(KAYLEGIAN, HARTEL & LINDSAY, 1993). Industrialmente, a gordura do leite é utilizada 
na sua forma anidra, e é definida pela legislação como um “produto gorduroso obtido a partir 
de creme de leite ou manteiga pela eliminação quase total da água e dos sólidos não 
gordurosos”. A gordura anidra do leite (GAL) deve apresentar no mínimo 99,7% de gordura, e 
teores máximos de 0,2% de umidade, 0,35 de índice de peróxidos (meq/kg matéria gorda) e 
0,40 de acidez (g de ácido oleico/100g de gordura) (BRASIL, 1996).  
O processo de obtenção da GAL parte de um creme de leite fresco, que é 
concentrado por centrifugação para aproximadamente 75 a 80% de gordura. Posteriormente, 
este creme é homogeneizado com a finalidade de promover uma inversão de fases, que consiste 
no rompimento da MGGL, viabilizando a coalescência dos glóbulos de gordura, e a inversão 
de uma emulsão óleo em água (O/A) para uma emulsão água em óleo (A/O). Após a inversão, 
a gordura passa por um secador a vácuo onde o teor de umidade é reduzido para < 0,1% 
(FEARON, 2011). A remoção da fase aquosa da gordura aumenta sua estabilidade, pois diminui 
a possibilidade de deterioração microbiológica e de lipólise (MORTENSEN, 2011a). 
Os principais produtores de gordura anidra do leite são Nova Zelândia e Austrália, 
que juntos produzem grandes volumes anuais. A GAL é exportada principalmente para países 
que apresentam produção insuficiente de leite fresco, especialmente Ásia, Oriente Médio e o 
Pacífico. Industrialmente, a GAL é utilizada para padronização do teor de gordura de leite fluido 
e como ingrediente em diferentes produtos alimentícios. Uma das vantagens em utilizar a GAL, 
ao invés de usar creme de leite ou manteiga, é sua facilidade de manuseio em linhas de processo 
automáticas para o preparo de formulações, como por exemplo, para o preparo de misturas de 
sorvetes, massa folhada, croissants, biscoitos, confeitaria, chocolate e spreads. Além de 
propiciar um sabor único a estes produtos, ela também contribui para uma sensação agradável, 
completa e textura cremosa na boca (MORTENSEN, 2011b; VANHOUTTE et al., 2002). 
A funcionalidade e as propriedades físicas de uma gordura são fatores 
determinantes para escolha de uma base lipídica para uso industrial. Para determinados tipos de 
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aplicação tecnológica, faz-se necessário a modificação de suas propriedades químicas e físicas. 
A complexa composição da gordura do leite permite que ela possa ser modificada de diferentes 
maneiras. Estudos sobre o comportamento da gordura do leite modificada para ampliar sua 
gama de aplicações têm sido realizados e a seguir serão abordados as principais estratégias de 
modificação encontradas na literatura. 
 
3.1.1 Estratégias para modificar a composição e as propriedades físicas da gordura 
do leite 
As principais estratégias encontradas na literatura para modificar as propriedades 
físico-químicas da gordura do leite e ampliar sua aplicação em alguns segmentos são descritas 
por Kaylegian, Hartel & Lindsay (1993), que consideram que os processos de modificação 
podem ser divididos em biológicos, físicos, ou químicos, conforme apresentado na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Principais estratégias de modificação da gordura do leite. Adaptado de Kaylegian, 
Hartel & Lindsay (1993). 
Modificações da gordura do leite 
Biológicas Físicas Químicas 
Alimentação animal Fracionamento Interesterificação 
Genética do animal Misturas simples Hidrogenação 
 Temperagem/maturação física  
 
No que diz respeito às modificações biológicas, estudos são conduzidos para alterar 
a composição da gordura do leite através da dieta da vaca e os resultados demonstram que o 
regime de alimentação tem relação direta com a composição em ácidos graxos da gordura do 
leite. A alimentação de animais com óleos altamente insaturados, tais como óleos de canola, 
peixe e girassol, resultam em gorduras com menor teor de ácidos graxos saturados e 
consequentemente, gorduras mais macias (BOBE et al., 2003; TZOMPA-SOSA et al., 2014). 
Essa modificação é considerada natural, o que a torna muito vantajosa do ponto de vista 
nutricional e prático. No entanto, a modificação da alimentação animal apresenta uma limitação 
em função da síntese do leite (BALDIN et al., 2017). Dietas ricas em ácidos graxos poli-
insaturados têm sido relacionadas com alterações nas vias de biohidrogenação ruminal, 
resultando em um efeito anti-lipogênico, com a formação do CLA trans-10, cis-12, como 
principal intermediário da biohidrogenação (CHILLIARD et al., 2014; FOUGÈRE, 
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DELAVAUD & BERNARD, 2018). Estudos demonstraram que o CLA trans-10, cis-12 é um 
potente inibidor da síntese de gordura, e caracteriza a produção de leites com elevada depressão 
no teor de gordura (milk fat depression - MFD) (BAUMAN & GRIINARI, 2003; BALDIN et 
al., 2017). Bayourthe, Enjalbert & Moncoulon (2000) observaram que a alimentação de vacas 
com mistura de farinha de canola extrusada e sementes de canola resultou na alteração da 
composição química da gordura do leite, e um consequente aumento da sua plasticidade; no 
entanto, este tipo de modificação promoveu uma redução de 18,7% no teor de gordura no leite. 
As principais estratégias de modificações da gordura do leite por processos físicos 
incluem fracionamento, misturas simples e temperagem ou maturação física. O fracionamento 
da gordura do leite pode ser realizado por diferentes métodos, no entanto, o fracionamento 
térmico (a seco) é o mais comum e utilizado. Essa modificação consiste na separação física dos 
triacilgliceróis com base na diferença de ponto de fusão. Os cristais de gordura sólida (estearina) 
são separados da gordura líquida (oleína) por processos de filtração ou centrifugação. Diversos 
autores utilizaram a técnica de fracionamento da gordura do leite, para aplicar suas frações em 
diferentes sistemas (KRISHNA et al., 2007; TRUONG et al., 2015; QUEIRÓS, GRIMALDI 
& GIGANTE, 2016). Krishna et al. (2007) fracionaram a gordura do leite e formularam bases 
lipídicas utilizando as frações oleína e estearina misturadas a diferentes óleos vegetais para 
fabricação de margarinas. Truong et al. (2015) estudaram as propriedades físicas de 
nanoemulsões compostas pelas frações oleína e estearina como fase lipídica. Queirós, Grimaldi 
& Gigante (2016) avaliaram o efeito da adição da fração oleína nas propriedades químicas e 
físicas da manteiga e obtiveram um produto mais macio e com coloração amarela mais intensa. 
Outra modificação comumente estudada, é a mistura da gordura do leite com 
diferentes óleos vegetais. A gordura do leite, por ser considerada uma gordura naturalmente 
plástica, pode ser uma matéria-prima alternativa para estruturar bases lipídicas. Com este foco, 
estudos foram conduzidos para obtenção de bases lipídicas plásticas, utilizando misturas de 
gordura do leite com óleos vegetais, tais como óleo de milho (RODRIGUES & GIOIELLI, 
2003), de palma (DANTHINE, 2012), e de girassol alto oleico (VIRIATO et al., 2018a). Viriato 
et al. (2018a) demonstraram que a gordura do leite foi capaz de conferir estrutura em bases 
lipídicas com reduzido teor de ácidos graxos saturados, obtidas a partir de misturas de gordura 
do leite com até 50% de óleo de girassol alto oleico adicionado. 
Por outro lado, para determinados tipos de aplicação que requerem bases lipídicas 
de maior estabilidade térmica, a gordura do leite pode ser misturada com lipídeos de maior 
ponto de fusão, como gorduras vegetais hidrogenadas (SHEN et al., 2001; NEVES 2018), ou 
ceras (KERR et al., 2011). Kerr et al. (2011) avaliaram o efeito da adição de ceras de girassol 
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sobre o comportamento de cristalização e propriedades funcionais da gordura do leite, e 
obseravaram que a adição de 0,1 e 0,25% de cera modificou o comportamento de cristalização 
da gordura do leite induzindo sua nucleação, gerando cristais menores e, como conseqüência, 
aumentando a dureza da rede cristalina formada. Estes resultados demonstraram o potencial do 
uso de ceras para estruturar gorduras semissólidas e ampliar seu uso como substitutos de 
gorduras trans. Nesta mesma linha, Neves (2018) avaliou a adição de diferentes proporções de 
óleo de soja totalmente hidrogenado (hardfat) na gordura do leite e obteve bases lipídicas com 
potencial tecnológico para aplicação como estruturantes e indutores de cristalização, uma vez 
que a adição de hardfat de soja modificou as propriedades físicas da gordura do leite, resultando 
em uma gordura com maior estabilidade térmica e maior ponto de fusão. Ainda em relação a 
modificações físicas, o processo de maturação física ou temperagem do creme de leite é um 
método que controla a cristalização da gordura do leite de forma a promover um maior teor de 
gordura líquida no sistema. Este processo é usualmente utilizado na fabricação de manteiga, na 
etapa de maturação física, em que é realizada uma têmpera de frio-quente-frio, propiciando uma 
cristalização mais ordenada e com cristais mais macios (FEARON, 2011). 
Dentre as modificações químicas, a interesterificação tem a finalidade de 
randomizar os ácidos graxos na molécula do glicerol e consequentemente criar novos 
triacilgliceróis, modificando as propriedades físicas e a funcionalidade da gordura do leite. Do 
ponto de vista industrial, a interesterificação química é uma alternativa à hidrogenação parcial, 
que atualmente está em desuso devido ao elevado teor de isômeros trans que se forma neste 
processo. Com este foco, estudos foram conduzidos para obtenção de bases lipídicas plásticas, 
usando a interesterificação, a partir da mistura de gordura do leite com óleo de canola 
(ROUSSEAU et al., 1996, ROUSSEAU, HILL & MARANGONI, 1996), óleo de milho 
(RODRIGUES, ANTON & GIOIELLI, 2003; RODRIGUES, GIOIELLI & ANTON, 2003) e 
óleo de girassol (RODRIGUES-RACT, et al., 2010). Rodrigues & Gioielli (2003) 
interesterificaram quimicamente misturas de gordura do leite com óleo de milho em diferentes 
proporções. A interesterificação reduziu significativamente os teores de triacilgliceróis 
trissaturados e tri-insaturados e aumentou o ponto de fusão em todas as misturas.  
Embora a interesterificação química possa ser considerada uma solução tecnológica 
para obtenção de gorduras plásticas, ela é um processo que envolve alto consumo de água e 
energia, tornando-a de elevado custo quando comparada com a hidrogenação parcial (MBA, 
DUMONT & NGADI, 2015; PATTERSON, 2010). Além disso, a gordura plástica obtida 
apresenta estabilidade oxidativa reduzida, quando comparada às matérias-primas originais 
(ZEB & MURKOVIC, 2013; KOWALSKA, ZBIKOWSKA & TARNOWSKA, 2015), e 
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resulta na formação de compostos minoritários, como mono e diacilgliceróis, que retardam a 
cristalização e consequentemente reduzem a capacidade de estruturação de bases lipídicas 
(MASUCHI et al., 2014). 
O processo de hidrogenação da gordura do leite é uma modificação química ainda 
pouco explorada na literatura. A hidrogenação envolve a adição de átomos de hidrogênio nas 
duplas ligações dos ácidos graxos insaturados. O processo é realizado em alta temperatura na 
presença de um catalisador metálico. A hidrogenação é comumente utilizada em escala 
industrial para óleos e gorduras vegetais, e tem o objetivo de aumentar o grau de saturação e a 
dureza de matrizes lipídicas (O’BRIEN, 2009; AUGUSTIN & VERSTEEG, 2006). Na 
literatura, alguns autores apontam a hidrogenação como uma possível forma de modificação da 
gordura do leite. No entanto, algumas desvantagens em seu uso são atribuídas (KAYLEGIAN, 
HARTEL & LINDSAY, 1993; MORAN & RAJAH, 1994; AUGUSTIN & VERSTEEG, 2006; 
WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006) e incluem o aumento dos ácidos graxos saturados, 
a formação de ácidos graxos trans (quando hidrogenados parcialmente) e a perda das 
características de cor e sabor. Kaylegian, Hartel & Lindsay (1993), relatam que a hidrogenação 
parcial da gordura do leite promove a formação de ácidos graxos trans, que têm sido associados 
ao aumento do risco de doenças arteriais coronarianas e outras desordens metabólicas e 
funcionais. Moran & Rajah, (1994) citam que a técnica de hidrogenação total pode ser aplicada 
para modificar a gordura do leite, mas que esse processo não existe na indústria láctea, pois as 
etapas de branqueamento e desodorização realizadas após a hidrogenação total, causam perda 
de cor e eliminam seus compostos desejáveis de sabor. Por este motivo, Walstra, Wouters & 
Geurts (2006) afirmam que a gordura do leite modificada quimicamente pela hidrogenação, não 
pode ser denominada de “gordura do leite”.  
A despeito das desvantagens citadas acima, essa modificação da gordura do leite 
pode ampliar suas aplicações tecnológicas, que exigem maior ponto de fusão e maior 
estabilidade térmica. Atualmente, em virtude da implementação de legislações mundiais (FDA, 
2015) referentes à eliminação de gordura trans em alimentos processados, muitos estudos foram 
conduzidos visando à produção de sistemas lipídicos livres de ácidos graxos trans. Neste 
contexto, o processo de hidrogenação total, utilizado pela indústria de óleos vegetais, surgiu na 
busca de solução tecnológica para estruturação e modulação de processos de cristalização, para 
diferentes matrizes lipídicas isentas de isômeros trans (OMONOV, BOUZIDI & NARINE, 
2010). No entanto, óleos vegetais líquidos quando submetidos à hidrogenação total resultam 
em produtos totalmente saturados, com composição em triacilglicerol homogênea, e de elevado 
ponto de fusão (59-72 °C), as quais apresentam aspecto ceroso e sensação desagradável na boca 
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(RIBEIRO et al., 2010; RIBEIRO, BASSO & KIECKBUSCH, 2013; OLIVEIRA, RIBEIRO 
& KIECKBUSCH, 2015). Por outro lado, a gordura do leite, devido sua heterogeneidade em 
triacilgliceróis, quando hidrogenada pode resultar em um material lipídico único, diferenciado 
e com ampla faixa de fusão. 
Na literatura recente não há relatos de estudos focados na caracterização das 
propriedades físicas e químicas da gordura do leite totalmente hidrogenada. Modificações da 
gordura do leite que resultem em maior estabilidade térmica e ponto de fusão, ampliam seu 
potencial de aplicação, não somente para indústria de alimentos, mas também para área de 
fármacos, cosméticos, embalagens, ração animal, entre outros. Neste sentido, o conhecimento 
das suas características pode ser promissor para compor diferentes bases lipídicas e para ser 
utilizada em formulações de sistemas micro e nanoparticulados que requerem gorduras de alto 
ponto de fusão e de elevada estabilidade térmica. 
 
3.2 Matrizes lipídicas para produção de micro e nanopartículas lipídicas  
A escolha da matriz lipídica para compor sistemas micro e nanoestruturados, é um 
dos principais fatores de um processo de encapsulamento bem-sucedido. Existe uma gama de 
materiais que podem ser utilizados como material encapsulante. O uso de óleos e gorduras 
comestíveis, em substituição às matrizes sintéticas, que são pouco viáveis para aplicação em 
alimentos, vem sendo uma das principais tendências no desenvolvimento de micro e 
nanopartículas lipídicas. Esses materiais lipídicos devem ser seguros, não tóxicos e estarem 
enquadrados na categoria GRAS (Generally Recognized as Safe) (LASON & OGONOWSKI, 
2011). Do ponto de vista de funcionalidade devem apresentar propriedades físicas compatíveis 
com o método de obtenção, com o composto a ser encapsulado, e com as temperaturas de 
processamento e de armazenamento (SHISHIR et al., 2018). Através da seleção de matérias-
primas específicas, associadas aos diferentes processos de preparo, pode-se viabilizar a 
obtenção de matrizes lipídicas com características específicas em relação às propriedades 
físicas, tais como dimensões, estrutura, carga, estado físico e hábito cristalino, que certamente 
encontrarão uma infinidade de aplicações na indústria de alimentos (SIMOVIC et al., 2012).  
Os principais sistemas lipídicos micro e nanoestruturados estudados atualmente são 
micropartículas lipídicas, nanoemulsões, lipossomas, nanopartículas lipídicas sólidas e 
carreadores lipídicos nanoestruturados. A escolha da técnica de obtenção de micro e 
nanopartículas lipídicas influencia significativamente nas propriedades de tamanho, 
estabilidade, morfologia, polimorfismo, eficiência de encapsulação, dentre outros. 
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3.2.1 Micropartículas lipídicas obtidas por spray chilling 
Um dos métodos mais utilizados para obtenção de micropartículas lipídicas 
(também chamadas de microesferas) é a técnica de spray chilling (também conhecida como 
spray congealing ou spray cooling). Micropartículas lipídicas são partículas sólidas, não 
porosas e com tamanhos na faixa de micrômetros (ILIC et al., 2009). 
A obtenção de micropartículas por spray chilling consiste nos seguintes passos: o 
material lipídico é fundido em uma temperatura acima do seu ponto de fusão; é alimentado em 
um vaso encamisado com controle de temperatura; é bombeado por uma bomba peristáltica até 
o bico de atomização; na qual é pulverizado em uma câmara de resfriamento, que através de 
transferência de calor entre o ar frio e as gotículas lipídicas quente, deve solidificar antes de 
entrar em contato com a parede da câmera de resfriamento. O pó cristalizado é recolhido e 
armazenado sob refrigeração para que as micropartículas lipídicas possam estabilizar e então 
serem armazenadas na temperatura de interesse (GOUIN, 2004). As variáveis de processo mais 
importantes para o spray chilling são a temperatura do material fundido, a temperatura do ar de 
resfriamento, a temperatura do ar de atomização, a pressão de ar de atomização, e a taxa de 
alimentação. As vantagens dessa técnica incluem a não necessidade de uso de solventes e o 
tempo de processo que é relativamente curto (ILIC et al., 2009). 
Os materiais empregados como encapsulantes na técnica de spray chilling são 
componentes hidrofóbicos como as ceras, ácidos graxos, óleos e gorduras de grau alimentício 
(GOUIN, 2004). Esses lipídeos, ao entrarem em contato com o ar frio do processo, cristalizam 
rapidamente formando pequenos cristais. Quando a micropartícula é formada por um lipídeo 
totalmente saturado, recebe o nome de micropartícula lipídica sólida (MLS). Essas 
micropartículas são insolúveis em água e apresentam propriedades físico-químicas adequadas 
para o encapsulamento de componentes bioativos (ABBAS et al., 2012). Além da possibilidade 
de incorporação de substâncias bioativas, as micropartículas lipídicas também podem ser 
utilizadas como semente de cristalização para promover uma cristalização acelerada e em 
formas polimórficas específicas (WINDHAB, 1999; METIN & HARTEL, 2005; GWIE et al., 
2006; PORE et al., 2009).  
A Tabela 2 apresenta alguns estudos desenvolvidos com produção de 
micropartículas lipídicas por spray chilling utilizando diferentes materiais lipídicos. Em geral, 
as matrizes utilizadas apresentam ponto de fusão que variam entre 36,5 e 75 ºC. 
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Tabela 2. Estudos desenvolvidos com produção de micropartículas lipídicas por spray chilling 
utilizando diferentes materiais lipídicos e seus respectivos pontos de fusão (PF). 
Material lipídico Ponto de fusão Referência 
Misturas de óleo de soja com óleo de soja 
totalmente hidrogenado 
71,3 – 75 °C CONSOLI et al., 2016 
Ácido Behênico 72 °C PASSERINI et al., 2009 
Óleos totalmente hidrogenados de soja, 
palma, crambe e algodão 
60 – 75 °C LOPES et al., 2015 
Óleo de palma totalmente hidrogenado 
Monoestearato de glicerol vegetal  
64 – 79,51 °C MATOS-JR. et al., 2015 
Óleo de palma totalmente hidrogenado 60 °C GAVORY et al., 2014 
Óleo de palma totalmente hidrogenado 53 – 58 °C ZAKY et al., 2010 
Gordura vegetal 48 °C SILVA et al., 2018 
Misturas de óleo de palma totalmente 
hidrogenado com óleo de palma 
54 – 60 °C CARVALHO et al., 2019 
Misturas de gordura anidra do leite com 
óleo de soja totalmente hidrogenado 
46,9 – 53,9 °C NEVES, 2018 
Mistura interesterificada de óleo de 
palmiste com óleo de palma totalmente 
hidrogenado 
43,34 °C OKURO et al., 2013 
Manteiga de cacau 36,5 °C PEDROSO et al., 2013 
 
 
Óleos vegetais quando totalmente hidrogenados, apresentam elevado ponto de 
fusão, como é o caso dos óleos de soja e palma, que fundem a 69 °C e 59 °C, respectivamente 
(RIBEIRO, BASSO & KIECKBUSCH, 2013; OLIVEIRA et al., 2015). Esses óleos totalmente 
hidrogenados (hardfats) têm sido utilizados no preparo de micropartículas lipídicas por diversos 
autores, como Consoli et al. (2016), Lopes et al. (2015), Matos-Jr. et al. (2015), Gavory et al. 
(2014) e Zaky et al. (2010). A maior vantagem em seu uso é que esses hardfats por 
apresentarem triacilgliceróis de alto ponto de fusão, podem atuar como moduladores do 
processo de cristalização e induzir a formação de cristais de hábitos polimórficos específicos 
(LOPES et al., 2015). No entanto, do ponto de vista sensorial, sua aplicação tecnológica é 
bastante restrita em sistemas alimentícios, pois podem apresentar aspecto ceroso e sensação 
desagradável na boca (RIBEIRO et al., 2010). 
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De menor ponto de fusão, o hardfat de palmiste, é uma alternativa utilizada. Okuro 
et al. (2013) produziram micropartículas lipídicas utilizando mistura interesterificada de óleo 
de palmiste com óleo de palma totalmente hidrogenado, com ponto de fusão de 43,34 °C, e 
mantiveram a viabilidade de micro-organismos probióticos durante 120 dias de 
armazenamento. No entanto, a aplicação tecnológica de gordura láurica é limitada, devido ao 
seu elevado conteúdo de triacilgliceróis de 36 átomos de carbono, que em condições de 
hidrólise promovem percepção sensorial de sabor de sabão (TIMMS, 1985). Além disso, do 
ponto de vista nutricional, o ácido láurico é, comprovadamente, o ácido graxo de maior efeito 
pró-inflamatório (LEE et al., 2001; MILANSKI et al., 2009; PORTOVEDO et al., 2015).  
Pedroso et al. (2013) utilizaram manteiga de cacau (PF 36,5 °C) como matriz 
lipídica para microencapsular micro-organismos probióticos. Uma limitação em utilizar a 
manteiga de cacau é que na temperatura corporal (37 °C) ela se encontra praticamente fundida, 
o que ocasiona uma menor estabilidade térmica da partícula durante sua estocagem, 
manipulação e digestão. 
Diante do exposto, observa-se que existem algumas limitações nas matrizes 
lipídicas utilizadas na formulação de micropartículas lipídicas, sendo necessário mais estudos 
que procurem bases lipídicas com estabilidade térmica, isentas de isômeros trans, e sem 
residual ceroso. Uma alternativa encontrada por Neves (2018) foi a utilização de misturas de 
gordura do leite com 10 e 20% de hardfat de soja para compor bases lipídicas com pontos de 
fusão de 46,9 e 53,9 °C, respectivamente. Essas micropartículas apresentaram uma ampla faixa 
de fusão e estabilidade polimórfica em β e β’. Outra possibilidade, e que ainda não foi 
explorada, seria o uso da gordura do leite na sua forma totalmente hidrogenada como matriz 
lipídica na produção de micropartículas. Neste sentido, seria possível produzir micropartículas 
lipídicas totalmente de fonte láctea, com ampla faixa de fusão e com estabilidade térmica nas 
temperaturas comumente utilizadas de armazenamento, processamento e consumo. 
 
3.2.2 Nanopartículas lipídicas 
As nanopartículas de natureza lipídica foram inicialmente desenvolvidas em 1990, 
para fármacos, como um sistema de transporte alternativo às emulsões, lipossomas e estruturas 
poliméricas (VILLAFUERTE et al., 2008). As nanopartículas obtidas por lipídeos sólidos estão 
atraindo grande atenção, uma vez que possibilitam o transporte de compostos ativos de forma 
alternativa aos métodos convencionais. Dentre as razões para o crescente interesse desse 
sistema lipídico, é que ele apresenta como vantagens a possibilidade de produção com 
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ingredientes naturais em escala industrial, além da capacidade de retenção dos compostos de 
variadas solubilidades e o aumento da biodisponibilidade desses compostos (EKAMBARAM, 
SATHALI & PRIYANKA, 2012). As nanopartículas obtidas por lipídeos são atualmente 
classificadas em duas categorias: nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e carreadores lipídicos 
nanoestruturados (CLN). A Figura 2 apresenta esquematicamente a diferença entre as estruturas 
de NLS e CLN. 
 
 
Figura 2. Representação esquemática estrutural das nanopartículas lipídicas: (NLS) 
Nanopartículas Lipídicas Sólidas e (CLN) Carreadores Lipídicos Nanoestruturados. 
Fonte: Adaptado de YOON, PARK & YOON (2013). 
 
As NLS são nanoesferas, na faixa entre 50 e 500 nm, caracterizadas pela presença 
de um núcleo de lipídeos sólidos, de estrutura cristalina altamente organizada, com o material 
encapsulado constituindo parte da matriz lipídica. Essas partículas são recobertas e 
estabilizadas por uma camada de moléculas de emulsificantes na parte externa, utilizados de 
forma isolada ou combinada (LASON & OGONOWSKI, 2011). A presença de um lipídeo 
sólido na matriz é o que permite a manutenção da estrutura da NLS. Embora as NLS apresentem 
vantagens como alta eficiência de encapsulação, a não utilização de solventes orgânicos tóxicos 
e a possibilidade de produção em larga escala (TAMJIDI et al., 2013), elas apresentam algumas 
limitações como a possível liberação dos compostos bioativos durante a estocagem, devido a 
estrutura de cristalização altamente ordenada, que permite menor espaço para incorporação dos 
compostos (MÜLLER, RADTKE & WISSING, 2002). Com o intuito de contornar essas 
limitações, foi desenvolvida uma nanoestrutura formada pela mistura de lipídeos líquidos e 
sólidos, nomeadas de carreadores lipídicos nanoestruturados (TAMJIDI et al., 2013). 
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Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) são obtidos pela combinação de 
frações lipídicas sólidas e líquidas, que permitem a formação de partículas com imperfeições 
na estrutura cristalina, com a promoção de menor liberação dos compostos durante o período 
de armazenamento (SOUTO et al., 2011; YOON, PARK & YOON, 2013). A mistura lipídica 
utilizada para obtenção de CLN deve apresentar menor velocidade de transição polimórfica e 
menor grau de cristalinidade, podendo conter domínios líquidos no centro das partículas. Tem-
se utilizado fontes distintas de lipídeos, pois a incompatibilidade estrutural dos elementos 
auxilia na formação de características imperfeitas de cristalização. A exemplo dessa 
incompatibilidade tem-se utilizado triacilgliceróis de alto ponto de fusão misturados a óleos 
vegetais para formação desses sistemas. Em geral, as bases lipídicas utilizadas devem 
apresentar ponto de fusão acima de 37 °C e elevada resistência térmica para assegurarem uma 
menor mobilidade dos compostos bioativos adicionados (SALMINEN et al., 2014). Os 
principais lipídeos de alto ponto de fusão que são utilizados são triacilgliceróis, ácidos graxos, 
ceras, hardfats ou suas combinações. A Tabela 3 apresenta os principais componentes lipídicos, 
emulsificantes e técnicas de obtenção utilizadas na produção de nanopartículas lipídicas (NL) 
encontrados na literatura. 
 
 
 
 
 
39 
 
Tabela 3. Principais componentes lipídicos, emulsificantes e técnicas de obtenção utilizadas na produção de carreador lipídico nanoestruturado 
(CLN), nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e nanoemulsões (NE). 
Sistema Fase lipídica Emulsificante Técnica de obtenção Referência 
CLN 
Cera de abelha, cera de própolis e óleo de semente 
de romã 
Tween 80 e lecitina de 
soja 
Emulsificação por ultra-
sonificação 
SOLEIMANIAN et al., 
2018 
NLS Manteiga de cacau Tween 20 e Tween 80 
Homogeneização alta 
pressão 
SHTAY, TAN & 
SCHWARZ, 2018 
NLS Tripalmitina Tween 20 
Homogeneização alta 
pressão 
AWAD at al., 2008 
CLN 
Ácido trans-retinóico, óleo de soja, ácido oleico, 
triacilgliceróis de cadeia média (TCM) 
Tween 80 e lecitina 
Ultra-sonificação tipo 
probe 
CHINSRIWONGKUL 
et al., 2011 
NLS/ 
CLN 
Ácido esteárico, trioleína e cera de abelha 
Tween 60 e monostearato 
de gliceril (GMS) 
Microemulsão a quente 
MOJAHEDIAN et al., 
2013 
CLN 
Óleo de girassol totalmente hidrogenado, óleo de 
colza totalmente hidrogenado, mistura de óleo de 
palma e estearina de palma, óleo de soja, TCM. 
Tween 80 
Ultra-sonificação tipo 
probe 
ZHENG et al., 2013 
CLN Ácido palmítico e óleo de milho Tween 20 
Método de difusão de 
solvente 
HEJRI et al., 2013 
NE/ NLS Ácido esteárico e óleo de microalga Polipropileno glicol Microfluidização WANG et al., 2014 
NLS/ 
Emulsão 
n-eicosano, n-tetradecano, triacilglicerol caprílico / 
cáprico e óleo de palma hidrogenado 
Tween 20 e caseinato de 
sódio 
Microfluidizador de alta 
pressão 
SAMTLEBE et al., 
2012 
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NLS/ 
CLN 
Ácido esteárico, cera de candelila, cera de carnaúba, 
óleo de girassol 
Laurato de sacarose 
Microfluidizador de alta 
pressão 
ASUMADU-
MENSAH, SMITH & 
RIBEIRO, 2013 
NLS Cera de carnaúba Tween 80 Ultra-sonificação 
MADUREIRA et al., 
2015  
NLS 
Ácido esteárico, tripalmitina, triestearina, trilaurina, 
trimiristina 
Tween 80 
Evaporação de solvente de 
emulsão dupla a/o/a 
SINGH at al., 2010 
NLS Ácido palmítico e óleo de milho 
Isolado proteico do soro 
de leite 
Homogeneizador de alto 
cisalhamento (rotor estator) 
MEHRAD et al., 2018 
NLS Óleo de palma parcialmente hidrogenado 
Concentrado proteico do 
soro de leite 
Homogeneização alta 
pressão 
RELKIN, SHUKAT & 
MOULIN, 2014 
CLN Gordura anidra do leite Tween 80 
Temperatura de inversão de 
fase 
ZHANG et al., 2013 
CLN Manteiga de cacau, cera de abelha e ácido oleico 
Tween 80, Pluronic F-, 
colato de sódio, lauril 
sulfato de sódio e lecitina 
Difusão de solvente e ultra-
sonificação de alta 
intensidade 
TAN et al., 2010 
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A caracterização completa da matriz lipídica é essencial para o entendimento da 
incorporação dos princípios ativos e mecanismos de liberação. O equilíbrio no conteúdo de 
gordura sólida, a natureza química, a estrutura cristalina, a morfologia e o comportamento 
térmico dos lipídeos são considerados parâmetros chave para o desenvolvimento de NL 
(SERRA et al., 2009). Zheng et al. (2013) estudaram o efeito de diferentes óleos e gorduras 
sobre as características de CLN, e observaram que nanopartículas contendo óleo líquido em sua 
composição apresentaram menor tamanho, pico de fusão mais largo e cristalinidade imperfeita, 
o que poderia promover uma melhor incorporação e controle de drogas e fármacos. Da mesma 
forma, Asumadu-Mensah, Smith & Ribeiro (2013) investigaram o potencial do uso de ácido 
esteárico, cera de candelila e cera de carnaúba, adicionados de óleo de girassol para produção 
de diferentes sistemas nanoestruturados. A adição de óleo líquido apresentou um impacto na 
distribuição de tamanho, resultando em sistemas menos polidispersos em comparação com a 
distribuição de tamanho de partículas totalmente sólidas. Além disso, o uso da cera de carnaúba 
resultou em nanopartículas com os maiores tamanhos de partículas, provavelmente devido ao 
seu elevado ponto de fusão (~90 °C), quando comparado com a cera de candelila e ácido 
esteárico. 
Dentre os óleos vegetais, o óleo de girassol alto oleico (OGAO) se destaca por ser 
uma matéria-prima premium, geralmente utilizado em aplicações alimentícias que requerem o 
emprego de óleo líquido com estabilidade oxidativa excepcional. Ele foi desenvolvido por 
pesquisadores russos a partir da mutagênese química e cruzamentos seletivos do girassol 
(Helianthus annus), visando à obtenção de uma variedade de semente estável às condições 
climáticas, e, portanto, com alto teor de ácido oleico (O’BRIEN, 2009). A composição típica 
do OGAO é representada por 3-5% de ácido palmítico, 2-6% de ácido esteárico, 75 a 88% de 
ácido oleico e menos de 1% de ácido linolênico, que confere a este óleo estabilidade oxidativa 
dez vezes superior em relação aos óleos de soja, canola e ao próprio óleo de girassol de 
composição regular. Adicionalmente, a distribuição regioespecífica do OGAO mostra-se 
diferenciada, com elevada proporção de ácido linoleico na posição sn-2, propriedade que 
também justifica sua característica de alta estabilidade ao processo de oxidação (GROMPONE, 
2005; O’BRIEN, 2009). O OGAO possui sabor e aroma neutros, característica associada ao seu 
alto potencial de aplicação em alimentos, cosméticos e fármacos, e tem sido direcionado à 
obtenção de produtos de máxima segurança toxicológica e biodegradabilidade (GUNSTONE, 
2005; McKEON, 2005).  Estes atributos direcionam o OGAO como fonte lipídica líquida de 
alta qualidade para obtenção de CLN. 
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Além da importância dos lipídeos, a escolha do emulsificante e sua concentração 
são também de grande impacto na qualidade das NL. A quantidade de emulsificante utilizada 
deve ser suficiente para a formação de uma camada protetora em volta do lipídeo, que irá 
garantir a estabilidade física do sistema (HELGASON et al., 2009). Em geral, os emulsificantes 
comumente utilizados são ésteres de poligliceróis, ésteres de sorbitana, lecitina de soja, 
polissorbatos, monoacilgliceróis, diacilgliceróis. Dentre esses se destaca o monooleato de 
sorbitana etoxilado (Tween 80) pela característica de alta estabilidade conferida às 
nanoestruturas lipídicas. Tan et al. (2010) investigaram o efeito de vários surfactantes (iônicos, 
não iônicos e neutros) sobre as características de CLN, e observaram que concentrações baixas 
e moderadas de surfactantes iônicos produziram CLNs com maior potencial zeta, menor 
polidispersidade e menor tamanho. E o emulsificante colato de sódio a 1% foi o que conferiu 
melhor estabilidade ao sistema, durante nove meses de armazenamento. 
Outra abordagem, é o aumento da demanda dos consumidores e da indústria 
alimentícia por ingredientes naturais, que tem atraído o interesse dos pesquisadores em utilizar 
proteínas como emulsificantes. As proteínas são consideradas bons agentes emulsificantes, pois 
apresentam característica anfifílica, capazes de adsorverem sobre a superfície das gotículas 
lipídicas, de forma a reduzir a tensão interfacial e formar uma camada ao redor das gotículas, 
protegendo-as de agregação ou coalescência (MCCLEMENTS, 2004; KUHN et al., 2014).  
O potencial das proteínas do leite como emulsificante tem sido amplamente 
estudado em sistemas como emulsões e nanoemulsões. Além de apresentarem excelentes 
propriedades tecnológicas, elas apresentam também elevado valor nutricional. Dentre as 
proteínas do leite, as mais estudadas são o concentrado proteico de soro de leite 
(CHEVALLIER et al., 2016; RUTTARATTANAMONGKOL, AFIZAH & RIZVI, 2015), o 
isolado proteico de soro de leite (AMINE et al., 2014; HEBISHY et al., 2015; KUHN & 
CUNHA, 2012; MANTOVANI et al., 2013; TEO et al., 2016; WU et al., 2015) e o caseinato 
de sódio (AMINE et al., 2014; FURTADO et al., 2017; HUCK-IRIART et al., 2016; 
PERRECHIL & CUNHA, 2010; RIES et al., 2010; VÁZQUEZ-SOLORIO et al., 2011; WEI 
& GAO, 2016; YE, 2008). No entanto, o uso dessas proteínas como emulsificantes na produção 
de nanopartículas lipídicas ainda foi pouco explorado. Recentemente, Mehrad et al. (2018) 
utilizaram WPI (isolado proteico do soro) como emulsificante em NLS para veiculação de β-
caroteno, e observaram que o WPI aumentou a estabilidade coloidal do sistema e melhorou a 
estabilidade oxidativa do β-caroteno. 
Outra variável importante a ser observada na Tabela 3, são as técnicas de produção 
das NL. Existem diversos métodos de produção encontrados na literatura, como por exemplo a 
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homogeneização por alta pressão (SHTAY, TAN & SCHWARZ, 2018; AWAD at al., 2008; 
RELKIN, SHUKAT & MOULIN, 2014), ultra-sonificação (SOLEIMANIAN et al., 2018; 
CHINSRIWONGKUL et al., 2011; ZHENG et al., 2013; MADUREIRA et al., 2015), 
emulsificação e evaporação por solvente (HEJRI et al., 2013; SINGH et al., 2010), difusão de 
solvente (TAN et al., 2010), microfluidização (WANG et al., 2014; SAMTLEBE et al., 2012; 
ASUMADU-MENSAH, SMITH & RIBEIRO, 2013), emulsificação espontânea e inversão de 
fases (ZHANG et al., 2013). Dentre eles, a homogeneização a alta pressão (HAP) é uma técnica 
eficaz e de maior potencial para o preparo de NL, uma vez que existem homogeneizadores de 
diferentes capacidades disponíveis comercialmente. Diferente de outras técnicas, a alta pressão 
permite a transposição de escala e permite trabalhar sob condições assépticas, o que caracteriza 
o método como muito vantajoso (EKAMBARAM, SATHALI & PRIYANKA, 2012). Neste 
processo, uma tensão é aplicada, e as dimensões das partículas são reduzidas, pois passam por 
um orifício estreito, que em geral é inferior a 30 µm (SOUTO et al., 2011). No caso de 
nanopartículas compostas por lipídeos de alto ponto de fusão, a homogeneização é realizada a 
quente. 
No processo de homogeneização a quente, a matriz lipídica é completamente 
fundida, a uma temperatura acima do seu ponto de fusão. Antes de ser submetida à alta pressão, 
é obtida uma pré-emulsão. Para obtenção dessa pré-emulsão, a fase lipídica é emulsionada com 
uma fase aquosa contendo emulsificante, sob agitação mecânica de alto cisalhamento (ex. ultra-
turrax) (SOUTO et al., 2011). A qualidade da pré-emulsão irá governar a qualidade final da 
NL, e nesta etapa devem ser obtidas partículas com dimensões de poucos micrômetros 
(MEHNERT & MÄDER, 2012). Em seguida, a pré-emulsão é submetida à HAP, a temperaturas 
entre 70 e 90 °C, resultando em uma nanoemulsão do tipo óleo/água. Em geral, quanto maior à 
temperatura, menor o tamanho de partícula, que é causado pela redução da viscosidade do 
sistema. No entanto, o controle da temperatura tem que ser compatível com a estabilidade do 
composto ativo que está sendo adicionado. A etapa de homogeneização pode ser realizada em 
diferentes ciclos e diferentes pressões, em geral de 3 a 5 ciclos, sob 500-1500 bar são suficientes 
(GANESAN & NARAYANASAMY, 2017). O produto obtido a quente, em estado líquido é 
uma nanoemulsão, e quando resfriada a temperatura igual ou inferior à temperatura ambiente, 
as partículas lipídicas solidificarão e formarão uma dispersão aquosa de nanopartículas sólidas 
(LASON & OGONOWSKI, 2011). É importante ressaltar que as NL obtidas por HAP a quente 
podem ser afetadas por um conjunto de fatores, que incluem solubilidade do componente 
encapsulado, polimorfismo da matriz lipídica, natureza e concentração da fase lipídica e 
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emulsificantes, temperatura de processo, força de cisalhamento e números de ciclos de 
homogeneização (SEVERINO, SANTANA & SOUTO, 2012). 
Shtay, Tan & Schwarz (2018) estudaram o efeito das condições de processo de 
homogeneização a alta pressão, sobre as características físico-químicas de nanopartículas 
lipídicas. As pressões utilizadas variaram de 500 até 1500 bar, e o número de ciclos de 
homogeneização foi de 1 até 10. Como resultados, os autores observaram que até 1000 bar de 
pressão, o tamanho das partículas diminuiu gradativamente com o aumento da pressão, devido 
ao aumento significativo da cavitação, bem como das forças de cisalhamento e forças 
interfaciais geradas. No entanto, acima de 1000 bar, o tamanho de partícula não mostrou 
nenhuma redução adicional. Quanto ao número de ciclos, o tamanho das partículas diminuiu 
significativamente quando o número de ciclos aumentou até 5 ciclos. Acima de 5 ciclos de 
homogeneização, o tamanho de partícula era quase constante, o que significava que a energia 
fornecida durante os demais ciclos não teve efeito.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  
 
Para atender aos objetivos propostos, o trabalho foi dividido em quatro etapas que 
foram desenvolvidas sequencialmente, conforme estrutura geral da tese apresentada na Figura 
3. 
A primeira etapa consistiu em produzir e caracterizar o material lipídico obtido a 
partir da hidrogenação total da gordura anidra do leite. A segunda etapa foi a avaliação do 
potencial da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH) para produzir 
micropartículas lipídicas sólidas por spray chilling e avaliar a estabilidade física das 
micropartículas durante o armazenamento a diferentes temperaturas. Na terceira etapa avaliou-
se o potencial da GALTH como modulador de processos de cristalização de bases lipídicas com 
diferentes graus de insaturações, utilizando-se misturas simples de GALTH com óleo de 
girassol alto oleico (OGAO) ou gordura anidra do leite (GAL) em diferentes proporções. 
Finalmente, na quarta etapa, avaliou-se o potencial da GALTH e de bases lipídicas com 
diferentes graus de insaturações para a formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e 
carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), respectivamente. 
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Figura 3. Estrutura geral da tese, desenvolvida sequencialmente em quatro etapas. Etapa I: 
Produção e caracterização da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada. Etapa II: 
Avaliação do potencial da GALTH para produção de micropartículas lipídicas sólidas por spray 
chilling. Etapa III: Avaliação do potencial da GALTH como modulador de processos de 
cristalização de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações. Etapa IV: Avaliação do 
potencial da GALTH e de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações para a 
formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados 
(CLN).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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4.1 MATERIAL 
 
A gordura anidra do leite (GAL) utilizada neste trabalho foi fornecida pela Fonterra 
Ltda. (Nova Zelândia) e apresentava 99,8  0,1% de gordura e 0,2  0,04% de umidade. O óleo 
de girassol alto oleico (OGAO) foi fornecido pela Cargill Foods (Brasil). O isolado proteico do 
soro de leite (WPI, do inglês whey protein isolate), com 92,03 ± 0,18 % de proteína e o caseinato 
de sódio (NaCas), com 92,51 ± 1,87 % de proteína foram cedidos pela Arla Foods (Videbæk, 
Denmark). Além disso, foram utilizados água deionizada, purificada num sistema Milli-Q 
fornecido pela Millipore Corporation (valor de resistividade de 18,2 MΩ.cm a 25 °C) e todos 
os demais reagentes utilizados para o preparo de soluções foram de pureza analítica.  
 
 
4.2 Produção e caracterização da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada 
(GALTH) 
 
4.2.1 Processo de hidrogenação total da gordura anidra do leite (GAL) 
O processo de hidrogenação total da GAL foi realizado pela Sina Indústria 
(Pirapozinho, SP, Brasil) a partir da GAL não refinada. A Figura 4 apresenta um esquema geral 
do processo clássico de hidrogenação total. O processo foi realizado mediante adição de 
hidrogênio às duplas ligações dos ácidos graxos insaturados, através de reação catalítica com 
níquel. A reação ocorreu em um reator de hidrogenação, onde a gordura foi aquecida (230 ºC), 
sob pressão de hidrogênio ( 6 bar) e concentração de níquel metálico de aproximadamente 
0,06 %. Após completa hidrogenação, a gordura foi resfriada a 65 °C e seguiu para etapa de 
deniquelagem, onde passou por um filtro prensa para remoção de níquel. Após essa etapa a 
gordura foi clarificada utilizando terra clarificada natural ou ativada para remoção de cor e 
separação de níquel metálico residual. E por fim, após a etapa de desodorização, que foi 
realizada com a finalidade de remover os compostos de oxidação e ácidos graxos livres, obteve-
se a gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). Após a hidrogenação, a GALTH 
foi acondicionada em embalagem plástica de 10 litros e transportada para o Laboratório de 
Óleos e Gorduras da FEA, Unicamp, onde as análises de caracterização foram realizadas.  
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Figura 4. Esquema geral do processo de hidrogenação total da gordura anidra do leite.  
GAL: Gordura anidra do leite; GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada. 
 
 
4.2.2 Metodologias analíticas para caracterização da GAL e da GALTH  
A GAL e GALTH foram caracterizadas quanto à composição em ácidos graxos, 
conteúdo de gordura sólida, ponto de fusão, comportamento térmico de cristalização e fusão, 
isoterma de cristalização, aspecto visual, microestrutura e hábito polimórfico. O hábito 
polimórfico foi avaliado após 7 e 30 dias de estabilização a 25 °C.  
 
4.2.2.1 Composição em ácidos graxos 
Para avaliação da composição em ácidos graxos a GAL e a GALTH foram 
dissolvidas em hexano e acetato de metila e convertidas em ésteres metílicos de ácidos graxos 
(FAME) usando metóxido de sódio recém-preparado em metanol, conforme descrito por 
Christie (1982). A mistura foi neutralizada com ácido oxálico e adicionou-se cloreto de cálcio 
para remover os resíduos de metanol. Os ésteres metílicos de ácidos graxos foram separados e 
quantificados em amostra de 1,0 μL com uma proporção de 1:50 usando um cromatógrafo 
gasoso (CG) (Agilent Technologies, Modelo 7820A) equipado com um detector de ionização 
de chama e equipado com um tubo capilar de sílica fundida CP-Sil 88 (100 m × 0,25 mm x 0,2 
μm de espessura do filme, Varian Inc.). As condições operacionais foram realizadas como 
descrito por Cruz-Hernandez et al. (2007), incluindo temperaturas de injetor e detector de 250 
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°C, hidrogênio como gás de arraste (1 mL / min), nitrogênio como gás make up (30 mL / min) 
e ar purificado (286 mL / min) para detector de ionização de chamas (35 mL / min). A 
temperatura foi aumentada gradativamente: inicialmente, manteve-se a temperatura 45 °C/4 
min. Em seguida, a temperatura foi aumentada na taxa de 13 °C/min. até alcançar 175 °C, que 
foi mantida por 27 minutos. Finalmente, foi aumentada para 215 °C a 4 °C / min e mantida 
durante 35 min. A composição em ácidos graxos foi identificada por comparação dos tempos 
de retenção com os padrões FAME de referência (Sigma-Aldrich®, Nu-Chek Prep, Inc. e 
Larodan Fine Chemicals), e de acordo com a sua ordem de eluição sob condições semelhantes 
de operação de CG (CRUZ-HERNANDEZ et al., 2007; KRAMER et al., 2008). A composição 
de ácidos graxos foi expressa como a porcentagem de ácidos graxos totais usando fatores de 
resposta teóricos (WOLFF, BAYARD & FABEIN, 1995). 
 
4.2.2.2 Conteúdo de gordura sólida e ponto de fusão 
O conteúdo de gordura sólida foi determinado de acordo com o método AOCS Cd 
16b-93 (2009), condicionando-se as amostras à temperatura de leitura, utilizando um 
Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) (Bruker pc120 Minispec, Alemanha) 
e banho seco de alta precisão (0-70 °C ± 0,1 °C) (TCON 2000-Duratech, EUA). Após a fusão 
(80 °C/30 min), as amostras foram submetidas a procedimentos de temperagem (60 °C/5 min), 
seguido de estabilização por 1h a 0 °C. As determinações foram realizadas em série, nas 
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70 °C para gorduras não 
estabilizadas. O ponto de fusão foi calculado para a temperatura correspondente a 4% de 
conteúdo de gordura sólida, obtido a partir do perfil de sólidos por RMN (KARABULUT, 
TURAN & ERGIN, 2004). 
 
4.2.2.3 Isoterma de cristalização 
As isotermas de cristalização foram realizadas a 15 °C utilizando Espectrômetro de 
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) (Bruker pc120 Minispec, Germany), juntamente com 
o banho seco TCON 2000 (Duratech, USA), e banho Lauda E200 Ecoline-star edition. Antes 
da aquisição dos dados, as gorduras foram fundidas (80 °C/30 min) para destruição do histórico 
cristalino e posteriormente mantidas por 60 min no banho a 70 °C (RIBEIRO et al., 2009a). Em 
seguida, as determinações foram efetuadas automaticamente a cada 1 min durante 120 minutos 
em compartimento de leitura estabilizado na temperatura de 15 °C. Os parâmetros utilizados 
foram o período de indução (tsfc) e o teor máximo de sólidos (SFCmáx). 
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4.2.2.4 Comportamento térmico 
O comportamento térmico foi avaliado por Calorimetria Diferencial de Varredura 
(DSC) (DSC Q2000 - TA Instruments, EUA) com calibração por índio, conforme o método 
AOCS Cj 1-94 (AOCS, 2009). Após fusão (80 °C/30 min), aproximadamente 10 mg de amostra 
foi pesada em panelas de alumínio e recravadas hermeticamente. Para avaliar o comportamento 
de cristalização as análises foram realizadas nas seguintes condições: isoterma de 80 oC por 30 
min, seguido de resfriamento a uma taxa de 5 oC/min até -60 oC. Para o comportamento de 
fusão, as amostras foram mantidas a -60 por 30 minutos, seguindas de um aquecimento a uma 
taxa de 5 oC/ min para 80 °C. Para avaliação dos resultados de cristalização e fusão, foram 
considerados os seguintes parâmetros: temperatura inicial, temperatura final, temperatura 
máxima de pico e entalpia (BILIADERIS, 1983). 
 
4.2.2.5 Aspecto visual 
A GAL e a GALTH foram aquecidas a 80 °C por 30 min e transferidas para tubos 
de vidro com tampa, que foram expostos a temperatura ambiente (25 ± 1 °C), e acompanhadas 
durante 100 minutos, com a obtenção de imagens fotográficas. Após 15 horas de exposição, os 
tubos de vidro foram invertidos e fotografados para avaliação da capacidade estruturante das 
gorduras. 
 
4.2.2.6 Microestrutura 
A morfologia cristalina foi determinada por microscopia de luz polarizada (microscópio 
Olympus modelo BX 50 - San Jose, EUA) acoplado a uma câmera de vídeo digital (Media 
Cybernetics, Bethesda, EUA). A GAL e a GALTH foram fundidas (80 °C/ 30 min) e 10 µL 
foram transferidos para lâminas de vidro pré-aquecidas (80 °C/15 min), que em seguida foram 
cobertas com uma lamínula. As lâminas foram mantidas em incubadora (Marconi, MA415/S) 
durante 24h a 25 °C, e também aproximadamente 5 °C abaixo do ponto de fusão de cada 
gordura, ou seja, 30 °C para GAL e 40 °C para GALTH. Foram capturadas três imagens para 
cada amostra pelo software Pro-Plus versão 7.0 (Media Cybernetics, Bethesda, EUA). 
 
4.2.2.7 Polimorfismo 
As amostras de GAL e a GALTH foram fundidas (80 °C/30 min) e a forma 
polimórfica dos cristais de gordura foi determinada por difração de raio-x, de acordo com o 
método AOCS Cj 2-95 (AOCS, 2009) após estabilização por 7 e 30 dias a 25 °C. As análises 
foram realizadas a 25 °C em um difratômetro Philips PW 1710 (PANalytical, Almelo, 
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Holanda), utilizando a geometria de Bragg-Brentano (θ:2θ) com fonte de radiação Cu Kα (λ = 
1.54056 Å, tensão de 40 KV e corrente de 30 mA). As medidas foram obtidas com intervalos 
de 0.02° em 2θ e tempo de aquisição de 2 s, com verificações de 15 a 30° (varredura angular 
2θ). A forma polimórfica foi identificada a partir das distâncias interplanares dos cristais 
(SCHENK & PESCHAR, 2004). 
 
 
4.3 Avaliação do potencial da GALTH para produção de micropartículas lipídicas 
sólidas por spray chilling 
 
4.3.1 Produção das micropartículas lipídicas sólidas por spray chilling 
O esquema geral de produção das micropartículas lipídicas é representado na Figura 
5. Inicialmente, a GALTH foi aquecida em estufa a 80 °C/30 min para completa fusão. A 
gordura aquecida foi colocada em um tanque de alimentação encamisado acoplado a um 
atomizador pré-aquecido (60 ºC). A temperatura do tanque de alimentação e do bico atomizador 
foi mantida durante todo o processo através de circulação de água quente na camisa do tanque. 
A amostra foi pulverizada em atomizador duplo fluido (diâmetro de 0,7 mm) a 1 bar de pressão. 
A atomização foi efetuada em câmara resfriada (Ultratorac, LKB – Bromma, Germany) cuja 
temperatura foi mantida a 2 ± 0,5 °C. O recipiente coletor, acoplado dentro da câmara resfriada, 
foi revestido com folhas de papel alumínio para facilitar a retirada do material e pesagem do 
produto final. Após atomização, as micropartículas foram coletadas com auxílio de espátula e 
foram imediatamente acondicionadas em embalagens metalizadas específicas para material 
particulado e armazenadas em uma incubadora a 5 °C para estabilização durante 24 horas. Após 
estabilização, as micropartículas foram divididas em três lotes e armazenadas em uma 
incubadora durante 90 dias em três diferentes temperaturas (5, 15 e 25 °C). Durante o 
armazenamento, amostras foram retiradas periodicamente para avaliação. O processamento 
completo foi repetido três vezes e o rendimento do processo foi calculado dividindo a massa do 
produto final (micropartículas lipídicas) pela massa da GALTH inicial. O resultado foi expresso 
em unidade por cento em peso (%, g/g). 
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Figura 5. Esquema geral de produção das micropartículas lipídicas sólidas.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada. 
 
4.3.2 Metodologias analíticas para avaliação das micropartículas lipídicas sólidas 
Imediatamente após a produção (dia 0), as micropartículas lipídicas foram avaliadas 
quanto ao hábito polimórfico. Após 24h de estabilização a 5 °C, as micropartículas foram 
avaliadas quanto ao tamanho, comportamento térmico de fusão, morfologia e hábito 
polimórfico. Durante o armazenamento, após 7, 15, 30, 60 e 90 dias as micropartículas 
armazenadas a 5, 15 e 25 °C foram avaliadas quanto ao tamanho, comportamento térmico de 
fusão, morfologia e hábito polimórfico. 
 
4.3.2.1 Tamanho médio e distribuição de tamanho de partícula  
O tamanho das micropartículas lipídicas foi analisado através de técnica de 
espalhamento de luz utilizando-se o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, 
Malvern, UK). O tamanho médio foi caracterizado em termos do diâmetro médio volumétrico 
(D43) obtido pela Equação 1. E o índice de polidispersidade foi obtido pelo cálculo do Span 
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(Equação 2). A avaliação do tamanho médio e da distribuição de tamanho de partículas esbarra 
na limitação de metodologia de preparo da amostra de forma a garantir uma leitura confiável. 
Usualmente, antes da avaliação, as partículas são dispersas em diferentes meios dispersantes e 
concentrações. Assim, testes preliminares foram realizados para definir as condições de preparo 
da amostra antes da avaliação. Os testes mostraram que em água, não foi possível obter 
resultados, pois as partículas não dispersavam. Em etanol, as partículas ficaram totalmente 
dispersas, e a leitura de tamanho pode ser realizada. No entanto, através da observação 
microscópica pode-se observar (Figura 6) que o etanol afetou a estrutura e as características 
físicas das partículas. Por outro lado, em solução com 1% de Tween 20, as partículas 
apresentaram-se dispersas, visto que o surfactante utilizado possibilitou uma interação entre o 
lipídeo e o meio aquoso. Além disso, pode-se observar (Figura 6) que o uso do emulsificante 
na dispersão não alterou as características das micropartículas, garantindo assim uma 
interpretação mais próxima do real para avaliação do tamanho médio e da distribuição de 
tamanho de partículas.  
 
 
Figura 6. Imagens de microscopia óptica das micropartículas lipídicas dispersas em etanol e 
em Tween 20 a 1% (g/g). 
 
Baseado nos resultados dos testes preliminares, optou-se por realizar o preparo da 
dispersão com Tween 20 1%, conforme descrito por Consoli et al. (2016), com algumas 
modificações. 500 mg de amostra foram dispersas em 50 g de solução aquosa de Tween 20 1% 
(g/g) na mesma temperatura de armazenamento das micropartículas (5, 15 ou 25 °C) e agitados 
manualmente por 10 segundos. A dispersão foi adicionada na unidade de leitura do 
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equipamento, preenchida com a mesma solução de Tween 20 1% a 25 °C, e sob agitação 
constante de 1.750 rpm. O índice de obscuração utilizado foi de aproximadamente 4%.  
 
𝐷4,3 =  
∑ 𝑛. 𝑑𝑖
4𝑛
𝑖=1
∑ 𝑛. 𝑑𝑖
3𝑛
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Onde di é o diâmetro das partículas e n é o número de partículas. E d10, d50, d90 representam 
10, 50 e 90% do volume cumulativo das partículas, respectivamente. 
 
4.3.2.2 Morfologia 
A morfologia das micropartículas foi avaliada por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV), conforme metodologia descrita por Okuro et al. (2013). As amostras não 
sofreram nenhum recobrimento ou pré-tratamento, as micropartículas foram acomodadas em 
uma fita de carbono dupla face (Ted Pella, Inc., Redding- Estados Unidos) a qual foi fixada em 
stubs de alumínio. As imagens foram captadas em microscópio do tipo mesa, TM-3000 (Hitachi 
High Technologies America, Inc) usando o modo Analy, com aumento de 200 e 1000 vezes. 
 
4.3.2.3 Comportamento térmico de fusão  
O comportamento térmico de fusão das micropartículas lipídicas foi determinado 
por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (DSC Q2000 - TA Instruments, New Castle, 
Delaware, USA), com calibração por índio, conforme o método AOCS Cj 1-94 (AOCS, 2009). 
Aproximadamente 10 mg de amostra foi pesada em panelas de alumínio e recravadas 
hermeticamente. As curvas de fusão foram obtidas nas seguintes condições: inicialmente as 
micropartículas foram mantidas na temperatura de armazenamento (5, 15 ou 25 °C) por 10 
minutos, seguido de aquecimento a uma taxa de 5 °C/min até 80 °C. Para avaliação dos 
resultados foram considerados os seguintes parâmetros: temperatura inicial de fusão, 
temperatura final de fusão, temperatura máxima de pico de fusão e entalpia de fusão 
(BILIADERIS, 1983). 
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4.3.2.4 Polimorfismo 
A forma polimórfica foi determinada pelo método AOCS Cj 2-95 (AOCS, 2009). 
As micropartículas lipídicas foram avaliadas imediatamente após sua produção (dia 0), e após 
1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias de armazenamento. As análises foram realizadas na temperatura em 
que as micropartículas foram armazenadas (5, 15 ou 25 °C) em um difratômetro Philips PW 
1710 (PANalytical, Almelo, Holanda), utilizando a geometria de Bragg-Brentano (θ:2θ) com 
fonte de radiação Cu Kα (λ = 1.54056 Å, tensão de 40 KV e corrente de 30 mA). As medidas 
foram obtidas com intervalos de 0.02° em 2θ e tempo de aquisição de 2 s, com verificações de 
15 a 40° (varredura angular 2θ). A forma polimórfica foi identificada a partir das distâncias 
interplanares dos cristais (SCHENCK & PESCHAR, 2004). 
 
4.3.3 Delineamento experimental e análise estatística dos resultados 
Para avaliar o potencial da GALTH para produzir micropartículas sólidas obtidas por 
spray chilling e a estabilidade das micropartículas durante o armazenamento a diferentes 
temperaturas utilizou-se um delineamento experimental fatorial 3 x 5, em blocos inteiramente 
casualizados, com três repetições de processo. O efeito da temperatura (5, 15 e 25 °C) e do 
tempo de armazenamento (7, 15, 30, 60 e 90  dias), bem como da interação desses dois fatores, 
sobre o tamanho e o índice de polidispersidade das micropartículas lipídicas foi avaliado por 
Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação de médias a um nível de 
significância de 5%. Todos os dados foram analisados utilizando software STATISTICA 7.0 
(StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA). 
 
 
4.4 Avaliação do potencial da GALTH como modulador de processos de cristalização 
de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações 
 
4.4.1 Produção das bases lipídicas 
As bases lipídicas foram preparadas a partir de misturas de gordura anidra do leite 
totalmente hidrogenada e óleo de girassol alto oleico (GALTH:OGAO % g/g) e a partir de 
misturas de gordura anidra do leite totalmente hidrogenada e gordura anidra do leite 
(GALTH:GAL % g/g) nas proporções 100:0 (mistura controle); 90:10; 80:20; 70:30; 60:40; 
50:50 (Figura 7). Foram preparadas 100 g de cada mistura, em triplicata de processo. Para o 
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preparo das misturas, as gorduras foram aquecidas a 80 °C/30 min para completa fusão e em 
seguida foram misturadas com auxílio de um bastão de vidro para garantir completa 
homogeneização. Após completa fusão e homogeneização, as misturas foram armazenadas em 
uma incubadora a 5 °C até o momento das determinações analíticas. 
 
 
Figura 7. Esquema do preparo das bases lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %). 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
4.4.2 Metodologias analíticas para avaliação das bases lipídicas  
As bases lipídicas foram caracterizadas quanto à composição em ácidos graxos, 
composição em triciacilgliceróis, conteúdo de gordura sólida, compatibilidade, ponto de fusão, 
comportamento térmico de cristalização e fusão, cinética de cristalização, microestrutura e 
hábito polimórfico. O hábito polimórfico foi avaliado após 7 e 30 dias de estabilização a 25 °C. 
 
4.4.2.1 Composição em ácidos graxos 
A composição em ácidos graxos das matérias primas utilizadas na formulação das 
bases lipídicas (GAL, GALTH e OGAO) foi avaliada de acordo com o método descrito no item 
4.2.2.1. E a composição em ácidos graxos das bases lipídicas foi calculada a partir da 
composição química das matérias-primas, considerando-se que a composição em ácidos graxos 
das misturas representa uma combinação linear entre a GALTH e a GAL e entre a GALTH e o 
OGAO.  
 
4.4.2.2 Composição em triacilgliceróis  
A composição em triacilgliceróis (TAGs) foi determinada de acordo com AOCS 
Ce 5–86 (AOCS, 2009), por cromatógrafo em fase gasosa (CGC Agilent 6850 Series GC 
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System). A coluna capilar utilizada foi DB-17 HT Agilent Catalog: 122-1811 (50 % 
fenilmetilpolisiloxano), com comprimento de 30 m; φ int: 0,25 mm; espessura do filme: 0,15 
µm. As análises cromatográficas foram realizadas nas seguintes condições: concentração da 
amostra: 5mg/ 5 mL tetrahidrofurano; volume injetado: 1,0 μL; divisão de fluxo (split) de 1:100; 
gás de arraste: Hélio; fluxo coluna: 1,0 mL.min-1; velocidade linear: 40 cm/s; temperatura 
inicial do forno: 250 ºC, com rampa de aquecimento de 5 oC/min até 350 °C. A temperatura do 
injetor foi mantida a 360 °C e a temperatura do detector em 375 °C.  
A composição em triacilgliceróis do OGAO por espécie foi determinada a partir da 
composição em ácidos graxos obtida experimentalmente. Os cálculos foram realizados pelo 
software PR Óleos com base na distribuição regioespecífica sn-1,3 random, sn-2 random 
(ANTONIOSI FILHO, MENDES & LANÇAS, 1995). A identificação dos grupos de TAGs 
das matérias primas utilizadas na formulação das bases lipídicas (GAL, GALTH e OGAO) foi 
realizada após integração dos picos dos cromatogramas e expressa como porcentagem em 
massa (g/100 g de triacilgliceróis totais). A composição em triacilgliceróis das bases lipídicas 
foi calculada a partir da composição química das matérias-primas, considerando-se que a 
composição em TAGs das misturas representa uma combinação linear entre a GALTH e a GAL 
e entre a GALTH e o OGAO.  
 
4.4.2.3 Observação visual 
As bases lipídicas foram aquecidas a 80 °C por 30 min e transferidas para tubos de 
vidro com tampa, que foram expostos a temperatura ambiente (25 ± 1 °C), e acompanhadas 
durante 120 minutos, com a obtenção de imagens fotográficas. Após 120 minutos de exposição, 
os tubos de vidro foram invertidos e fotografados para se observar a capacidade estruturante 
das bases lipídicas. 
 
4.4.2.4 Conteúdo de gordura sólida, compatibilidade e ponto de fusão  
O conteúdo de gordura sólida foi determinado de acordo com o método descrito no 
item 4.2.2.2. As determinações foram realizadas em série nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 
30, 35, 40, 45 e 50 °C para gorduras não estabilizadas. A partir desses dados, a compatibilidade 
das misturas foi avaliada através do diagrama de compatibilidade, correlacionando a relação de 
OGAO e de GAL com o teor de gordura sólida nas temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 
45 ºC (QUAST et al., 2013). O ponto de fusão foi calculado para a temperatura correspondente 
a 4% de conteúdo de gordura sólida, obtido a partir do perfil de sólidos obtido por RMN 
(KARABULUT, TURAN & ERGIN, 2004). 
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4.4.2.5 Comportamento térmico de fusão e cristalização  
Os comportamentos térmicos de cristalização e fusão foram determinados de 
acordo com metodologia descrita no item 4.2.2.4. 
 
4.4.2.6 Cinética de cristalização 
As isotermas de cristalização foram realizadas a 25 °C, de acordo com o método 
descrito no item 4.2.2.3. A caracterização da cinética de cristalização foi realizada segundo o 
período de indução (tsfc), teor máximo de sólidos (SFCmáx) e tempo de estabilização da 
cristalização (tec). A equação de Avrami não linearizada (Equação 3), empregada para o estudo 
da cristalização é dada por (CAMPOS, 2005): 
 
SFC (t)
 SFCmáx
 = 1 −  e−kt
n
 (Equação 3) 
 
onde, SFC(t) descreve o conteúdo de gordura sólida (%) como função do tempo (t), SFCmáx é o 
limite do conteúdo de gordura sólida, k é a constante de Avrami (min-1), o qual considera tanto 
a nucleação quanto o crescimento do cristal e n é o expoente de Avrami, que indica o 
mecanismo de crescimento dos cristais (WRIGHT, et al., 2000). O meio tempo de cristalização 
t1/2 expressa a magnitude dos valores de k e n de acordo com: 
𝑡1/2 =  (
0,693
𝑘
) 1/n (Equação 4) 
 
 
4.4.2.7 Microestrutura 
A morfologia cristalina foi avaliada por microscopia de luz polarizada (microscópio 
Olympus modelo BX 50 - San Jose, EUA) acoplado a uma câmera de vídeo digital (Media 
Cybernetics, Bethesda, EUA). As amostras foram fundidas (80 °C/30 min) e 10 uL foram 
transferidos para lâminas de vidro pré-aquecidas (80 °C/15 min) que em seguida foram cobertas 
com uma lamínula. As lâminas foram incubadas à temperatura de análise (25 °C) durante 24 h 
em uma incubadora (Marconi, MA415/S). Foram capturadas três imagens para cada amostra 
pelo software Pro-Plus versão 7.0 (Media Cybernetics, Bethesda, EUA), utilizando luz 
polarizada com uma ampliação de 20 vezes. Os parâmetros de avaliação obtidos pelo software 
Pro-Plus versão 7.0, para a análise quantitativa das imagens foram: número de elementos 
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cristalinos, diâmetro médio dos cristais, % cristais aglomerados, diâmetro médio dos cristais 
individuais e % de área cristalina (GAMBOA & GIOIELLI, 2006). Além disso, a morfologia 
dos cristais também foi avaliada qualitativamente em temperatura de 40 °C com ampliação de 
4x. 
 
4.4.2.8 Polimorfismo 
AOCS Cj 2-95 (AOCS, 2009). As bases lipídicas foram fundidas (80 °C/30 min) e 
estabilizadas a 25 °C durante 07 e 30 dias em uma incubadora (Marconi, MA415/S). A forma 
polimórfica foi determinada pelo método descrito no item 4.2.2.7.  
 
4.4.3 Delineamento experimental e análise estatística 
O efeito da adição de óleo de girassol alto oleico (OGAO) e de gordura anidra do 
leite (GAL) no ponto de fusão, conteúdo de gordura sólida e a cinética de cristalização foi 
avaliado por Análise de Variância (ANOVA). Em caso de diferença, as médias foram 
comparadas pelo teste de Tukey considerando-se nível de significância de 5 %.  
Análise de regressão linear foi utilizada para correlacionar a concentração de ácidos 
graxos saturados e o conteúdo máximo de gordura sólida e para correlacionar a porcentagem 
de área cristalizada e o conteúdo máximo de gordura sólida das bases lipídicas. A significância 
foi considerada em p <0,05. Todos os dados foram analisados utilizando o software 
STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., EUA). 
 
 
4.5 Avaliação do potencial da GALTH e de bases lipídicas com diferentes graus de 
insaturações para a formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e 
carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 
 
Foram selecionados 5 sistemas lipídicos da Etapa 3, para serem aplicados na 
formulação das NL. A Tabela 4 apresenta as formulações das bases lipídicas utilizadas para 
obtenção das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados 
(CLN). 
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Tabela 4. Formulações das bases lipídicas utilizadas na obtenção das nanopartículas lipídicas 
sólidas (NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) e suas respectivas somatória de 
ácidos graxos saturados e insaturados (%) e ponto de fusão (°C).  
Estrutura Fase lipídica 
Ʃ de ácidos graxos (%) Ponto de 
fusão (°C) Saturados Insaturados 
NLS GALTH 99,46 0,54 46,34 
CLN 
GALTH:GAL 70:30 90,82 9,18 42,66 
GALTH:GAL 50:50 85,06 14,94 40,86 
CLN 
GALTH:OGAO 70:30 73,02 26,98 42,99 
GALTH:OGAO 50:50 55,39 44,61 40,55 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
 
4.5.1 Produção das nanopartículas lipídicas por homogeneização alta pressão 
As soluções aquosas de 2g/100g foram preparadas dissolvendo-se as proteínas 
lácteas (WPI ou NaCas) em água deionizada, purificada num sistema Milli-Q fornecido pela 
Millipore Corporation (valor de resistividade de 18,2 MΩ.cm a 25 °C). As soluções foram 
mantidas sob agitação magnética por 1 hora a temperatura ambiente ( 25 °C). O pH das 
soluções de proteínas não foi alterado (pH natural = 6,8). Azida sódica (0,02%) foi adicionada 
em todas as soluções como agente antimicrobiano e as soluções foram armazenadas sob 
refrigeração (5-7 °C) durante uma noite para permitir a completa hidratação das proteínas.  
A Figura 8 apresenta um esquema do processo de obtenção das nanopartículas 
lipídicas sólidas (NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN). Foram elaboradas dez 
combinações distintas de nanopartículas lipídicas (NL), variando o tipo de base lipídica 
(GALTH; GALTH:GAL 70:30; GALTH:GAL 50:50; GALTH:OGAO 70:30; e 
GALTH:OGAO 50:50) e o tipo de emulsificante (WPI; e NaCas). Cada tratamento foi 
elaborado com três repetições de processo. 
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Figura 8. Esquema de processo de obtenção das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e 
carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN). 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro; NaCas: Caseinato de sódio. 
 
Para o preparo das pré-emulsões a fase lipídica foi aquecida a 60 °C e adicionada 
lentamente à fase aquosa também aquecida a 60 °C. As misturas foram submetidas à agitação 
contínua por 5 minutos a 15.000 rpm, utilizando-se agitador Ultra Turrax modelo T18 (IKA, 
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Germany). As pré-emulsões foram submetidas à homogeneização a alta pressão a quente, em 
um homogeneizador de dois estágios FBF BUFALO HOMOLAB 2.20. Foram realizados 3 
ciclos de homogeneização, utilizando 800 bar de pressão no primeiro estágio e 50 bar de pressão 
no segundo estágio. As nanoemulsões obtidas foram resfriadas a 5 °C por 24 horas para 
cristalização da fase lipídica para obtenção das dispersões das nanopartículas lipídicas sólidas 
(NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) e subsequentemente estocadas em uma 
incubadora a temperatura de 25 °C para o estudo de estabilidade durante 90 dias (KUMBHAR 
& POKHARKAR, 2013; QIAN et al., 2013; YANG et al., 2014). 
 
4.5.2 Metodologias analíticas para avaliação das nanopartículas lipídicas 
As NL foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio, distribuição de tamanho, 
índice de polidispersidade, microscopia, estabilidade cinética, comportamento térmico de fusão 
e recristalização, conteúdo de gordura sólida a 25 ºC e polimorfismo.  
 
4.5.2.1 Tamanho médio e distribuição de tamanho de partícula  
O tamanho das dispersões de nanopartículas lipídicas foi analisado através de 
técnica de espalhamento de luz utilizando-se o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern 
Instruments, Malvern, UK). As nanopartículas lipídicas foram adicionadas na unidade de leitura 
do equipamento, preenchida com a água destilada a 25 °C, e sob agitação constante de 1.750 
rpm. O índice de obscuração utilizado foi de aproximadamente 2%. O tamanho médio das 
nanopartículas foi caracterizado em termos do diâmetro médio superficial (D32) obtido pela 
Equação 5. E o índice de polidispersidade foi obtido pelo cálculo do Span (Equação 6).  
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Onde ni é o número de partículas com diâmetro di; d10, d50, d90 representam 10, 50 e 90% do 
volume cumulativo das gotículas, respectivamente. 
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4.5.2.2 Microscopia óptica 
A microestrutura das NL foi avaliada por microscopia óptica (microscópio 
Olympus modelo BX 50 - San Jose, USA) acoplado a uma câmera de vídeo digital (Media 
Cybernetics, Bethesda, USA) onde 10 uL das NL foram transferidos em lâminas de vidro e 
cuidadosamente cobertas com lamínulas de vidro. O aumento utilizado foi de 40x. 
 
4.5.2.3 Estabilidade cinética 
A estabilidade cinética foi monitorada utilizando equipamento Turbiscan ASG 
(Formulaction, l'Union, France). Imediatamente após o preparo, as dispersões de nanopartículas 
lipídicas (NL) foram colocadas em tubos de vidro cilíndricos com fundo plano (140 mm de 
altura e 16 mm de diâmetro). A estabilidade foi analisada utilizando perfis de espalhamento 
(BS), com varreduras em 880 nm de comprimento a diferentes alturas (mm). A altura da 
amostra de H = 0 mm foi associada à parte inferior da célula de medição. Ao repetir a varredura 
das amostras em diferentes tempos, é possível estudar a estabilidade ou instabilidade das NL. 
A cremeação foi detectada utilizando o Turbiscan, através da variação na concentração de 
partículas entre o topo e o fundo dos tubos. A variação da largura do pico ao longo do tempo, 
pode estar relacionada à cinética de migração de pequenas partículas (HUCK-IRIART et al., 
2016). 
A fim de classificar e comparar a estabilidade física entre as amostras, foi realizado 
o cálculo de Índice de Estabilidade Turbiscan (Turbiscan Stability Index - TSI). Este parâmetro 
considera as variações que ocorrem no sistema ao longo do tempo. O cálculo utilizado para este 
coeficiente seguiu o método de Llinares et al. (2018), de acordo com a seguinte equação: 
 
𝑇𝑆𝐼 =  ∑ |𝑠𝑐𝑎𝑛𝑟𝑒𝑓(ℎ𝑗) −  𝑠𝑐𝑎𝑛𝑖(ℎ𝑗)|
𝑗
 
Equação 7 
 
Onde scanref e scani são o retroespalhamento inicial e o valor de retroespalhamento 
após um certo tempo, respectivamente. hj são as diferentes alturas da célula de medições nas 
quais retroespalhamento foi medido e, portanto, a TSI é a soma de todas as diferenças de 
varredura em um determinado tempo. 
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4.5.2.4 Comportamento térmico de fusão e recristalização  
O comportamento térmico de fusão e recristalização das NL foi determinado por 
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (DSC Q2000 - TA Instruments, New Castle, 
Delaware, USA), com calibração por índio, conforme o método AOCS Cj 1-94 (AOCS, 2009). 
Previamente, foram realizados testes para selecionar qual a melhor forma de utilizar as amostras 
na determinação do comportamento térmico. A Figura 9 apresenta os resultados prévios que 
foram determinantes para seleção da forma em que a amostra foi utilizada. A NL na forma 
líquida ou dispersa não foi adequada para este tipo de análise, visto que apresentou picos pouco 
definidos. Outro teste foi feito com a NL liofilizada, onde o pico de fusão apresentou maior 
intensidade do que a NL líquida, no entanto, o processo de congelamento a -80 °C que é 
realizado antes da liofilização, pode modificar a estrutura da NL, desta forma, foi realizado um 
último teste, onde a NL líquida foi armazenada em placas de Petri, durante 24h em ambiente 
climatizado com temperatura de 25 ± 1 °C. Após essa exposição, as dispersões se apresentaram 
em uma forma seca, que possibilitou uma raspagem da amostra da superfície da placa, sem 
modificações na temperatura. Dessa forma, o método definido para determinação do 
comportamento térmico das NL foi na sua forma “seca”. Aproximadamente 10 mg de amostra 
foi pesada em panelas de alumínio e recravadas hermeticamente. As curvas de fusão foram 
obtidas nas seguintes condições: a temperatura foi mantida a 25 °C por 15 minutos, seguido de 
aquecimento a uma taxa de 5 °C/min até 90 °C. As curvas de recristalização foram obtidas em 
seguida nas seguintes condições: a temperatura foi mantida a 90 °C por 15 minutos, seguido de 
resfriamento a uma taxa de 5 °C/min até 0 °C. Para avaliação dos resultados foram considerados 
os seguintes parâmetros: temperatura inicial de fusão, temperatura final de fusão, temperatura 
máxima de pico de fusão e entalpia total de fusão (BILIADERIS, 1983). O Índice de 
recristalização (IR), que indica o grau de recristalização da fase lipídica, foi calculado para 
avaliação do estado físico das NL, conforme a seguinte equação (Equação 8):  
 
IR (%) =  
∆𝐻𝑛𝑝
∆H𝑓𝑙 × 𝐶𝑓𝑙
× 100 
(Equação 8) 
 
Onde: Hnp corresponde à entalpia total de fusão das NL; Hfl é a entalpia total de fusão da 
fase lipídica utilizada, e Cfl representa a concentração da fase lipídica na formulação de 
obtenção das NL (KUMBHAR & POKHARKAR, 2013; WANG et al., 2104). 
 
65 
 
 
Figura 9. Testes na metodologia de avaliação do comportamento térmico de fusão das 
nanopartículas lipídicas (NL). 
 
4.5.2.5 Conteúdo de gordura sólida a 25 °C 
O conteúdo de gordura sólida foi determinado utilizando Espectrômetro de 
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) Bruker pc120 Minispec, com auxílio de banhos secos 
de alta precisão (0 – 70°C) Tcon 2000 (Duratech, EUA). As amostras foram transferidas para 
tubos de RMN e mantidas em condição isotérmica na mesma temperatura de avaliação de 
estabilidade (25 °C), durante 10 minutos, com medida subsequente do teor de sólidos de 
natureza lipídica (NIK, LANGMAID & WRIGHT, 2012). 
 
4.5.2.6 Polimorfismo 
A forma polimórfica foi determinada pelo método AOCS Cj 2-95 (AOCS, 2009), 
em um difratômetro Philips PW 1710 (PANalytical, Almelo, Holanda), utilizando a geometria 
de Bragg-Brentano (θ:2θ) com fonte de radiação Cu Kα (λ = 1.54056 Å, tensão de 40 KV e 
corrente de 30 mA). As medidas foram obtidas com intervalos de 0.02° em 2θ e tempo de 
aquisição de 2 s, com verificações de 15 a 30° (varredura angular 2θ). A forma polimórfica foi 
identificada a partir das distâncias interplanares dos cristais (SCHENCK & PESCHAR, 2004). 
Foram realizados testes prévios para avaliação da forma mais adequada de analisar o 
polimorfismo das NL. Na forma líquida, as NL tiveram que ser analisadas no difratômetro em 
temperatura de -25 °C, para que a água estivesse totalmente sólida no sistema. No entanto, 
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foram detectados picos característicos de cristais de gelo, que inviabilizaram a determinação 
dos picos de lipídeos presentes nas NL. Neste sentido, a forma polimórfica das NL foi avaliada 
na forma seca a 25 ºC, conforme descrito anteriormente nas análises de comportamento térmico, 
descritos no item 4.5.2.4. 
 
4.5.3 Delineamento experimental e análise estatística 
O delineamento experimental foi definido por esquema fatorial 2 x 5 x 7, em blocos 
inteiramente casualizados, com três repetições de processo. Foi avaliado o efeito do tipo de 
emulsificante (2 níveis de variação: WPI e NaCas); do tipo de fase lipídica (5 níveis de variação: 
GALTH, GALTH:GAL 70:30, GALTH:GAL 50:50, GALTH:OGAO 70:30 e GALTH:OGAO 
50:50); e o tempo de armazenamento (7 níveis de variação: 01, 03, 07, 15, 30, 60 e 90 dias a 25 
°C), bem como o efeito da interação destes fatores, sobre as características de tamanho de 
partícula e índice de polidispersidade das NL. Os dados foram avaliados por Análise de 
Variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação de médias a um nível de significância 
de 5%.  
Análise de regressão linear foi utilizada para correlacionar o grau de saturação das 
bases lipídicas e o diâmetro médio (D32) das nanopartículas lipídicas, e correlacionar os valores 
de TSI e o diâmetro médio (D32) das nanopartículas lipídicas estabilizadas com WPI e com 
NaCas. A significância foi considerada em p <0,05. Todos os dados foram analisados utilizando 
o software STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., EUA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Produção e caracterização da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada 
(GALTH) 
5.1.1 Composição em ácidos graxos 
Observa-se na Tabela 5 que os ácidos graxos saturados predominantes na GAL são 
os ácidos mirístico (C14:0), palmítico (C16:0), esteárico (C18:0), que juntos representam 
aproximadamente 52 % do total de ácidos graxos, enquanto o ácido oleico (C18:1), principal 
ácido graxo insaturado, representa 19,20 % do total de ácidos graxos. Após o processo de 
hidrogenação total, a gordura do leite modificada apresentou 99,46% de ácidos graxos 
saturados. A maior mudança observada foi em relação aos ácidos graxos com 18 átomos de 
carbono. A GALTH apresentou um aumento de 67,7 % no teor de ácido esteárico em relação a 
GAL, pois após a saturação das duplas ligações, o ácido oleico (C18:1) passou a ser ácido 
esteárico (C18:0). A GALTH manteve a composição heterogênea decorrente da composição 
química natural da gordura do leite, que apresenta ácidos graxos de cadeia curta, média e longa, 
saturados e insaturados, ramificados e não ramificados, conforme observado na Tabela 5. 
 
Tabela 5. Composição em ácidos graxos (g/100g) da gordura anidra do leite (GAL) e da 
gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). 
Ácidos graxos (%) GAL GALTH 
C4:0 3,59 3,41 
C5:0 0,03 0,02 
C6:0 2,25 2,47 
C7:0 0,02 0,02 
C8:0 1,37 1,54 
C9:0 0,03 0,04 
C10:0 2,93 4,02 
C10:1c9 0,27 0,06 
C11:0 0,08 0,02 
C12:0 3,46 5,17 
C12:1c9+C13:0 0,20 0,12 
C14:0 iso 0,11 0,11 
C14:0 11,08 14,06 
C15:iso 0,28 0,32 
C15:0 anteiso 0,53 0,68 
C14:1 c9 1,02 0,03 
C15:0 1,14 1,37 
C16:0 iso 0,28 0,26 
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C16:0 31,30 32,08 
C16:1t9+C17:0 iso 0,40 0,40 
C16:1t12 0,18 0,00 
C17:0 anteiso 0,42 0,44 
C16: 1c9 1,44 0,08 
C17:0 0,70 0,87 
C18:0 iso 0,06 0,05 
C17: 1c9 0,23 0,00 
C18:0 10,01 30,97 
C18:1 t4 0,03 0,00 
C18:1 t5 0,02 0,00 
C18:1 t6-t8 0,23 0,00 
C18: 1t9 0,22 0,00 
C18:1 t10 0,33 0,00 
C18: 1t11 1,14 0,03 
C18:1 t12 0,30 0,01 
C18:1 t13-t14 0,48 0,01 
C18: 1c9 19,20 0,13 
C18:1 c11 0,76 0,03 
C18:1 c12 0,25 0,03 
C18:1 c13 0,10 0,04 
C18:1 t16 0,26 0,00 
C19:0 0,12 0,18 
C18:1c15 0,06 0,03 
C18:2 t9t12 0,01 0,00 
C18: 2 c9t12 0,06 0,00 
C18:2 t9c12 0,06 0,00 
C18:2n-6 1,63 0,01 
C20:0 0,15 0,52 
C18:3n-6 0,02 0,00 
C18:3n-3+C20:1c11 0,23 0,01 
CLAc9t11 0,53 0,00 
CLAt9c11 0,02 0,00 
CLAt10c12 0,01 0,00 
C21:0 0,04 0,06 
C20:2n-6 0,03 0,00 
C22:0 0,05 0,21 
C20:3n6 0,07 0,00 
C20: 4n-6 0,13 0,00 
C23:0 0,01 0,00 
C20:5n-3 0,02 0,00 
C24:0 0,04 0,06 
C22:5n-3 0,01 0,04 
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Com o avanço das pesquisas sobre o efeito dos lipídeos na saúde, atualmente, os 
aspectos nutricionais devem ser considerados para o direcionamento de gorduras aplicadas em 
formulações alimentícias. Os ácidos graxos butírico (C4:0), capróico (C6:0), caprílico (C8:0), 
cáprico (C10:0) e esteárico (C18:0), que juntos representam aproximadamente 42% do total de 
ácido graxos da GALTH, são considerados neutros na modulação da concentração plasmática 
do colesterol LDL (PARODI, 2006; FAO, 2010; VALENZUELA, DELPALNQUE & 
TAVELLA, 2011). Em contrapartida, os ácidos graxos láurico (C12:0), mirístico (C14:0) e 
palmítico (C16:0), que correspondem a aproximadamente 45% dos ácidos graxos presentes na 
gordura do leite totalmente hidrogenada, são considerados hipercolesterolêmicos, ou seja, 
associados com o aumento das concentrações plasmáticas de colesterol total e LDL (PARODI, 
2004; PALMQUIST & JENSEN, 2008; PARODI, 2009). Entretanto, este aumento está 
associado as partículas grandes de colesterol LDL, que diferentemente das partículas pequenas 
e densas, não aumentam o risco de doenças cardiovasculares. Diferentes relatos na literatura 
(DREON et al., 1998, SJOGREN et al., 2004) associam uma dieta rica em gordura saturada, 
incluindo a gordura do leite, à redução de partículas densas e pequenas de LDL. A meta-análise 
dos resultados de 60 estudos clínicos revelou que a substituição isoenergética de carboidratos 
pelos ácidos graxos láurico, mirístico e palmítico não alterou a relação entre o colesterol total: 
colesterol-HDL e especificamente o ácido láurico contribuiu para o aumento dos níveis de HDL 
no sangue (MENSINK et al., 2003). Assim, as propriedades anti-aterogênicas de ácidos graxos 
saturados podem compensar o efeito de seu aumento no colesterol total e LDL (PARODI, 
2009). 
 
5.1.2 Conteúdo de gordura sólida e ponto de fusão 
O aumento no teor de ácidos graxos saturados após a hidrogenação total da gordura 
do leite promoveu um aumento do conteúdo de gordura sólida e do ponto de fusão (Figura 10). 
A 10 °C, a GAL e a GALTH apresentaram 58,51 e 89,07% de gordura sólida, respectivamente. 
Esses valores diminuíram com o aumento da temperatura de forma não linear e gradativa, até a 
completa fusão da GAL a 35 °C e da GALTH a 50 °C. A GAL apresentou um comportamento 
clássico de redução de conteúdo de gordura sólida nas temperaturas entre 15 e 20 °C 
(MCGIBON & TAYLOR, 2006), e após sua hidrogenação, a maior queda foi observada entre 
20 e 25 °C. Após a hidrogenação total o ponto de fusão, que é a temperatura na qual 4% da 
gordura permanece sólida, aumentou aproximadamente 15 ºC, passando de 31,90 para 46,34 
°C, para a GAL e para a GALTH, respectivamente. 
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Figura 10. Conteúdo de gordura sólida (%) da gordura anidra do leite (GAL) e da gordura 
anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). 
 
5.1.3 Isoterma de cristalização 
A Figura 11 apresenta as isotermas de cristalização da GAL e da GALTH a 15 °C, 
as quais apresentam uma relevante diferença. A presença de um platô na curva de cristalização 
da GAL pode representar um período de transição polimórfica de uma forma cristalina menos 
estável (α) para uma mais estável (β’) (FOUBERT et al., 2006). Este comportamento ocorre 
devido à complexidade em triacilgliceróis característica da gordura do leite, que pode resultar 
em duas etapas de cristalização. Após a hidrogenação observou-se uma mudança no 
comportamento de cristalização, com ausência do platô, possivelmente devido a maior 
homogeneidade dos triacilgliceróis e maior estabilidade polimórfica. A GALTH cristalizou 
mais rápido que a GAL, apresentando um menor tempo de indução (5 minutos), quando 
comparada com a GAL (13 minutos). Essa diferença está relacionada ao aumento do teor dos 
triacilgliceróis trissaturados de maior ponto de fusão, que são os responsáveis por induzir a 
cristalização. E em relação ao teor máximo de sólidos, a GAL e a GALTH apresentaram 
respectivamente, 29,35 e 82,86 % de sólidos após 120 minutos de cristalização.  
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Figura 11. Isotermas de cristalização da gordura anidra do leite (GAL) e da gordura anidra do 
leite totalmente hidrogenada (GALTH) a 15 °C. 
 
5.1.4 Comportamento térmico de cristalização e fusão 
A Figura 12 apresenta o comportamento térmico da GAL e da GALTH e a Tabela 
6 os parâmetros de fusão e cristalização. Observa-se nas curvas de cristalização, que a gordura 
do leite após a hidrogenação total apresentou um deslocamento na temperatura de início e final 
de cristalização. Esse deslocamento corresponde aos ácidos graxos insaturados da GAL que se 
tornaram saturados após sua hidrogenação, ocasionando uma aceleração no início da 
cristalização, que passou de 16,75 para 32,1 °C entre a GAL e a GALTH, respectivamente.  
A GALTH apresentou um pico de cristalização, com dois eventos térmicos 
distintos, que reflete uma separação das frações dos triacilgliceróis (TAGs), que neste caso, são 
em sua totalidade trissaturados. Inicialmente, o primeiro evento corresponde aos TAGs de alto 
ponto de fusão, compostos pelos ácidos graxos de cadeia longa, sendo majoritariamente os 
ácidos esteárico (C18:0) e palmítico (C16:0). E em seguida, pela fração de TAGs de menor 
ponto de fusão, que correspondem aos TAGs compostos de ácidos graxos de cadeia média 
(C10:0 a C14:0) e cadeia curta (C4:0, C6:0 e C8:0) (LOPEZ et al., 2006). Em comparação com 
a GAL, a GALTH apresentou um maior consumo de energia necessária à cristalização 
(entalpia), devido ao aumento da concentração de ácidos graxos saturados ocasionado após a 
hidrogenação total. Este efeito está associado ao aumento do número de moléculas envolvidas 
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no processo de cristalização, que é proporcional à quantidade de energia liberada no sistema 
(HUMPHREY & NARINE, 2004). 
Durante a fusão, a GAL apresentou uma ampla faixa de fusão, que resultou em um 
único pico, que representa a fusão dos triacilgliceróis de baixo ponto de fusão, seguindo dos de 
médio e alto ponto de fusão. O comportamento térmico de fusão da GALTH foi bastante 
modificado quando comparado com sua forma não hidrogenada (GAL). Sua fusão apresentou 
dois picos que se mantiveram largos devido à heterogeneidade no tamanho de cadeia dos seus 
ácidos graxos, no entanto, mais definidos do que para a GAL por apresentarem apenas 
triacilgliceróis totalmente saturados. O primeiro pico iniciou sua fusão em 7,48 °C e finalizou 
em 32,26 °C, que correspondeu aos triacilgliceróis estruturados pelos ácidos graxos de cadeia 
curta e média. Já o segundo pico iniciou em 34,34 e finalizou em 52,56 °C, resultante da fusão 
dos TAGs compostos por ácidos graxos saturados de cadeia longa. 
 
 
Figura 12. Comportamento térmico de cristalização e fusão da gordura anidra do leite (GAL) 
e da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). 
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Tabela 6. Parâmetros de fusão e cristalização da gordura anidra do leite (GAL) e da gordura 
anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). 
Gordura Pico 
Temperatura (°C) 
Entalpia (J/g) 
Início Final Máxima 
Cristalização 
GAL 1 16,75 -36,79 5,66 59,06 
GALTH 1 32,1 -15,85 31,21 109,9 
Fusão 
GAL 1 -8,02 48,4 17,79 58,1 
GALTH 
1 7,48 32,26 22,26 21,52 
2 34,34 52,56 46,03 28,92 
 
 
5.1.5 Aspecto visual 
Observa-se na Figura 13 que após o processo de hidrogenação a coloração natural 
da gordura do leite foi modificada, possivelmente devido à perda dos compostos de cor e 
pigmentos (como por exemplo os carotenóides) na etapa de clarificação. Além disso, o 
comportamento observado para ambas gorduras, quando expostas a 25 °C, foi diferente. A 
GALTH, previamente aquecida a 80 ºC, iniciou o processo de cristalização após 
aproximadamente 10 minutos de exposição à 25° C, enquanto a GAL iniciou o processo de 
cristalização somente após 60 minutos de exposição a 25 ºC. Devido sua diversidade de TAGs, 
a 25 °C a GAL é considerada uma gordura semi-sólida (ou seja, uma mistura de rede cristalina 
e óleo líquido), o que resulta em um maior tempo para cristalizar (LOPEZ, 2018). Além disso, 
nessa temperatura (25 ºC), a GAL não formou uma rede cristalina capaz de aprisionar toda a 
gordura líquida no seu interior nem mesmo após 15 horas. Contrariamente, a GALTH após 30 
minutos apresentou aparência sólida e estruturada que se manteve nos demais tempos de 
observação, revelando estabilidade térmica em temperatura ambiente. 
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Figura 13. Aspecto visual da gordura anidra do leite (GAL) e da gordura anidra do leite 
totalmente hidrogenada (GALTH) expostas a 25 °C durante 15 horas. T inicial = 80 °C. 
 
5.1.6 Microestrutura 
A Figura 14 apresenta a rede cristalina da GAL e da GALTH, respectivamente, após 
estabilização por 24 horas a 25 °C. Observa-se que a GAL apresenta cristais dispersos, com 
elevado teor de gordura líquida, enquanto que a GALTH apresenta uma rede cristalina densa e 
com elevado número de cristais. A hidrogenação ocasionou uma redução da quantidade de óleo 
líquido na matriz cristalina, o que resultou no aumento da quantidade de cristais presentes. 
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Figura 14. Imagens de microscopia sob luz polarizada da gordura anidra do leite (GAL) e da 
gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH), após estabilização por 24 horas a 25 
°C. Barra da escala: 100 µm. Aumento de 20 vezes. 
 
A morfologia dos cristais pode ser melhor visualizada em temperaturas próximas 
do ponto de fusão das gorduras, que são, neste caso, 30 e 40 °C para a GAL e a GALTH, 
respectivamente (Figura 15). A GAL apresentou cristais com crescimento em forma de agulhas 
longas e finas distribuídas radialmente, sugerindo a formação de esferulito do tipo A, enquanto 
que a GALTH apresentou o mesmo tipo de cristal, no entanto, com o aparecimento de cruz de 
malta que está associada a formação de esferulitos bem definidos. A mudança na organização 
dos esferulitos deve-se, possivelmente, ao maior grau de organização molecular dos 
triacilgliceróis trissaturados da GALTH (HUMPHREY & NARINE, 2005). 
 
 
Figura 15. Imagens de microscopia sob luz polarizada da gordura anidra do leite (GAL) e da 
gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH), após estabilização por 24 horas a 30 
e 40 °C, respectivamente. Aumento de 20 e 4 vezes, com barra da escala: 100 e 500 µm, 
respectivamente.  
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5.1.7 Polimorfismo 
A Figura 16 apresenta os difratogramas da GAL e da GALTH. Após 7 dias de 
estabilização a 25 ºC a GAL apresentou predomínio da forma polimórfica β’, com presença de 
cristais na forma polimórfica α em menor intensidade. No entanto, após 30 dias a GAL alcançou 
maior estabilidade, com cristalização apenas na forma polimórfica β’, que é condizente com o 
relatado na literatura (BREITSCHUH & WINDHAB, 1998; RYE, LITWINENKO & 
MARANGONI, 2005). De acordo com Rye, Litwinenko & Marangoni (2005), na gordura do 
leite, os cristais β’ são predominantes e podem apresentar traços de núcleos metaestável de 
cristais α. No entanto, o polimorfo α é muito instável e na maioria das condições, ele se 
transforma na forma β’ em um curto período de tempo. 
Já a GALTH, após 7 dias apresentou short spacings característicos de cristalização 
na forma polimórfica β’. Em geral, os hardfats de origem vegetal apresentam hábito 
polimórfico preferencial em β, devido à baixa variabilidade em triacilgliceróis (SHUKLA, 
1995; SATO, 2001). No entanto, o hardfat da gordura do leite apresentou estabilidade em β’ 
mesmo após 30 dias de armazenamento a 25 °C. Isso se deve possivelmente ao elevado teor de 
ácido palmítico, e a heterogeneidade dos seus triacilgliceróis.  
 
 
Figura 16. Difratogramas da gordura anidra do leite (GAL) e da gordura anidra do leite 
totalmente hidrogenada (GALTH) cristalizadas a 25 °C durante 7 e 30 dias de estabilização. 
 
5.1.8 Potencial de aplicação 
A matriz lipídica obtida através da hidrogenação total da gordura do leite tem um 
amplo espectro de aplicação em diferentes áreas industriais. O que caracteriza este potencial é 
sua composição química única, que resulta em um perfil de fusão e cristalização atípico em 
ampla faixa de temperatura. A mudança na composição química da gordura do leite resultou 
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em um material lipídico com maior resistência térmica. A resistência térmica é definida pelo 
teor de gordura sólida a 25 °C e o residual de gordura sólida acima de 37 °C (DANTHINE & 
DEROANNE, 2006). A 25 ºC a GAL e a GALTH apresentaram 15,07 e 57,53% de gordura 
solida, respectivamente, enquanto a 37 °C esses valores são de 0 e 25%, respectivamente 
(Figura 10). Essas características viabilizam a aplicação desse material (GALTH) no 
desenvolvimento de sistemas lipídicos que requeiram maior resistência térmica. 
Adicionalmente, matrizes lipídicas as quais predominam a forma β’ são desejáveis para 
aplicações tecnológicas que necessitem de cristais de diâmetros menores, que podem propiciar 
gorduras mais macias e de melhor qualidade sensorial (O'BRIEN, 2009). 
Algumas possibilidades de aplicação são: 1) Obtenção de micro e nanopartículas 
lipídicas para modulação de processos de cristalização e/ou veiculação de compostos ativos 
(como por exemplo micro-organismos probióticos, tocoferol, betacaroteno, entre outros); 2) 
Misturas do hardfat de gordura do leite com a própria gordura anidra do leite, ou com óleos 
vegetais, para obtenção de bases lipídicas com diferentes graus de saturação; 3) Componente 
da fase lipídica para compor formulações de chocolates, spreads, produtos de base lipídica 
contínua ou emulsionada, sopas, recheios de biscoito, massas folhadas, produtos de confeitaria 
e sorvetes; 4) Como componente lipídico de embalagens, de ração animal, lipossomas e 
fármacos. 
 
 
5.2 Avaliação do potencial da GALTH para produção de micropartículas lipídicas 
sólidas por spray chilling 
 
A produção das micropartículas lipídicas pela técnica de spray chilling apresentou 
elevado rendimento, de 94,9 ± 2,2 % (g/100g) e resultou em micropartículas de aspecto esférico 
e coloração branca, característicos da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH). 
A temperatura de armazenamento afetou o aspecto visual das micropartículas (Figura 17). 
Quanto menor a temperatura de armazenamento, menor o conteúdo de gordura líquida, o que 
resultou, a 5 °C, em partículas com aparência de um pó seco, fino e disperso. A 25 º C, com 
aproximadamente 40% de gordura líquida (Figura 10), as partículas apresentaram aparência 
granulada e pouco dispersa.  
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Figura 17. Aspecto visual das micropartículas lipídicas após 7 dias de armazenamento a 5, 15 
e 25 °C. 
 
5.2.1 Tamanho médio e distribuição de tamanho de partícula 
O efeito da temperatura e do tempo de armazenamento, bem como da interação 
desses fatores sobre o índice de polidispersidade (Span) e o diâmetro médio volumétrico (D43) 
das micropartículas lipídicas sólidas, são apresentados na Tabela 7.  
 
Tabela 7. Resumo da análise de variância (ANOVA) sobre o efeito da temperatura de 
armazenamento, do tempo de armazenamento e da interação desses fatores sobre o índice de 
polidispersidade (Span) e o diâmetro médio volumétrico (D43) das micropartículas lipídicas 
sólidas. 
Fatores GL 
Valor de p 
Span D43 
Temperatura de armazenamento* 2 <0,0001 <0,0001 
Tempo de armazenamento** 4 0,4530 0,1279 
Temperatura de armazenamento x Tempo de 
armazenamento 
8 0,9245 0,0190 
* Temperatura de armazenamento: 5, 15 e 25 °C. 
** Tempo de armazenamento: 7, 15, 30, 60 e 90 dias 
GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significância <0,05). 
 
A temperatura de armazenamento afetou significativamente o índice de 
polidispersidade (Span) que foi de 1,83, 2,07 e 2,64 para as micropartículas armazenadas a 5, 
15 e 25 ºC, respectivamente. As micropartículas a 25 °C apresentaram significativamente maior 
valor de Span quando comparada com as demais temperaturas. Este efeito pode ser observado 
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também na Figura 18, que apresenta a distribuição de tamanho e o diâmetro médio das 
micropartículas lipídicas durante 90 dias de armazenamento. Todas as micropartículas 
apresentaram distribuição de tamanho monomodal, porém, na maior temperatura de estocagem 
(25 °C), observou-se uma tendência de formação de um segundo pico, com um pequeno 
percentual de volume de partículas na faixa de tamanho entre 500 e 2.000 µm. No entanto, 
apesar dessa diferença estatística, do ponto de vista prático, a variação na largura dos picos, foi 
muito baixa, visto que o Span variou de 1,83 a 2,64. 
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Figura 18. Diâmetro médio e distribuição de tamanho das micropartículas lipídicas sólidas 
após 90 dias de armazenamento a (a) 5 °C (b) 15 °C e (c) 25 °C.  
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O diâmetro médio volumétrico (D43) foi significativamente afetado pela interação 
entre temperatura e tempo de armazenamento (Tabela 6). A Figura 19 apresenta o tamanho das 
partículas ao longo do tempo, em função da temperatura de estocagem.  
 
 
Figura 19. Diâmetro médio volumétrico (D43) das micropartículas lipídicas sólidas ao longo 
do tempo de armazenamento a 5, 15 e 25 °C. 
a,b Letras minúsculas diferentes ao longo do tempo, diferem significativamente entre si pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 
A,B Letras maiúsculas diferentes entre as temperaturas de armazenamento, diferem significativamente 
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 
As micropartículas armazenadas a 5 e a 15 °C não apresentaram diferença 
significativa de tamanho. Já a temperatura de estocagem mais elevada (25 °C) contribuiu para 
um aumento significativo no diâmetro médio volumétrico em praticamente todos os tempos de 
armazenamento. Essa diferença está possivelmente relacionada com o comportamento térmico 
da GALTH, que apresenta menor teor de gordura sólida a 25 °C e consequentemente, estruturas 
cristalinas menos compactas. Durante a atomização, até a completa cristalização da matriz 
lipídica, o elevado teor de ácidos graxos saturados da GALTH está associado a uma estrutura 
cristalina compacta devido a linearidade das moléculas de triacilgliceróis. A 5 e a 15 °C de 
armazenamento, essa estrutura se mantém compacta, e resulta em partículas de menor tamanho. 
No entanto, quando estocadas a 25 °C, parte dos ácidos graxos (de cadeia curta e média) estão 
fundidos, o que resulta em partículas menos cristalinas e com maior teor de gordura líquida, 
que pode facilitar a aderência de uma partícula em outra, gerando uma maior aglomeração e 
aumento de tamanho (RIBEIRO, ARELLANO & GROSSO, 2012). 
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Observa-se também (Figura 19) que após 90 dias de armazenamento, as 
micropartículas estocadas a 5 ºC apresentaram um aumento significativo no tamanho, o que fez 
com que independente da temperatura de estocagem, todas as micropartículas apresentaram o 
mesmo tamanho no final do tempo de armazenamento. Neste período é possível ter ocorrido 
alguma pequena mudança na rede cristalina, que proporcionou uma aglomeração das partículas 
a 5 °C, aumentando assim o seu diâmetro médio (ORIANI et al., 2018).  
O diâmetro das partículas observado neste trabalho encontra-se acima dos valores 
de diâmetro observados na literatura, que geralmente variam de 10 a 100 µm (PELISSARI et 
al., 2016; MATOS-JR et al., 2017; CONSOLI et al., 2016; ORIANI et al., 2016; LOPES et al., 
2015). Isso se deve, possivelmente, ao tipo da matriz lipídica, bem como às características de 
processamento, como o diâmetro do bico, a pressão do ar de atomização, a taxa de alimentação, 
e as temperaturas de entrada do material fundido e do ar da câmara fria (ILIC et al., 2009). 
Além disso, como as micropartículas se apresentaram na forma de aglomerados não esféricos 
e não homogêneos, a metodologia utilizada na caracterização do tamanho resulta apenas em um 
indicativo de suas dimensões. Isso se deve ao fato de que a teoria utilizada para interpretar os 
dados de espalhamento de luz assume que as partículas são esféricas e homogêneas, com índice 
de refração bem definido. Ainda, a velocidade de agitação e a diluição utilizadas nessa medida 
também podem alterar as dimensões e a organização estrutural das micropartículas (MAO & 
MCCLEMENTS, 2012), pois, dependendo da velocidade de agitação, as partículas se 
desaglomeram, e a leitura de tamanho é realizada somente para as partículas primárias. 
 
5.2.2 Morfologia 
A Figura 20 apresenta as imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura 
das micropartículas lipídicas produzidas com GALTH e armazenadas a 5, 15 e 25 °C. Para 
todas as condições, as micropartículas apresentaram formato esférico, superfície lisa e com 
ampla variação de tamanho. O tempo de armazenamento não afetou a morfologia das 
micropartículas, visto que suas características físicas se mantiveram até 90 dias. 
Em geral, nota-se que as micropartículas de menor tamanho aderem-se à superfície 
das de maior diâmetro. Tamanhos variados facilitam a acomodação das partículas, pois 
partículas pequenas se acomodam nos interstícios entre as maiores, especialmente quando são 
formados aglomerados. De acordo com Barbosa-Cánovas, Harte e Yan (2010), a presença de 
aglomerados pode ser considerada positiva, pois, pós que apresentam este tipo de estruturação 
apresentam melhor desempenho na propriedade de fluxo. No entanto, para determinados tipos 
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de aplicação, como por exemplo em chocolates, partículas aglomeradas podem resultar em 
aspecto de arenosidade e aparência na superfície dos produtos. 
Todos os tratamentos apresentaram aglomeração, no entanto, a forma com que as 
partículas se aglomeraram foi diferente. Com um aumento de 1000x, a diferença entre as 
partículas pode ser melhor observada (Figura 21). A 5 °C as micropartículas apresentaram 
superfície continua e homogênea, pois nessa temperatura, a GALTH apresenta-se totalmente 
sólida. Enquanto que a 15 ºC e a 25 ºC parte dos triacilgliceróis de menor ponto de fusão, 
apresentam-se líquidos no sistema, possibilitando uma característica física diferente para as 
micropartículas, que se apresentaram mais ásperas e aglomeradas. A 25 °C as micropartículas 
apresentam-se mais aderidas umas nas outras, devido a matriz lipídica não estar totalmente 
cristalizada nesta temperatura, corroborando os resultados de diâmetro médio. O conhecimento 
prévio do comportamento térmico de fusão do lipídeo que compõe a micropartícula é de 
extrema importância para o entendimento da sua morfologia, uma vez que a alteração do 
comportamento morfológico das micropartículas, é atribuída ao ponto de fusão da base lipídica 
utilizada (ORIANI et al., 2016). 
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Figura 20. Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura das micropartículas 
lipídicas produzidas com gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH), 
armazenadas a 5, 15 e 25 °C por 90 dias, com aumento de 200x. 
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Figura 21. Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura das micropartículas 
lipídicas produzidas com gordura anidra do leite totalmente hidrogenada (GALTH), 
armazenadas durante 30 dias a 5, 15 e 25 °C, com aumento de 1000x. 
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5.2.3 Comportamento térmico de fusão 
A Figura 22 apresenta o comportamento térmico de fusão das micropartículas 
lipídicas armazenadas durante 90 dias a 5, 15 e 25 °C. Em todas as temperaturas estudadas, o 
comportamento térmico foi típico da gordura do leite totalmente hidrogenada (Figura 12), que 
devido sua complexa composição apresenta picos largos e com eventos térmicos segmentados. 
O primeiro evento de fusão corresponde aos triacilgliceróis (TAGs) compostos pelos ácidos 
graxos de cadeia curta e média. Já o segundo é resultante da fusão dos TAGs compostos por 
ácidos graxos saturados de cadeia longa. 
A Tabela 8 apresenta os parâmetros de fusão das micropartículas ao longo do tempo 
de armazenamento a 5, 15 e 25 °C. A temperatura de início de fusão foi condizente com a 
temperatura de armazenamento das micropartículas. E independente da temperatura de 
armazenamento, todas as micropartículas apresentaram temperatura final de fusão entre 50 e 60 
°C, e pico máximo de fusão próximo de 46 °C, que é condizente com o ponto de fusão da 
GALTH.  
Foram observadas mudanças térmicas ao longo do tempo de armazenamento nas 
três temperaturas estudadas. Após 90 dias de armazenamento, os picos de fusão se apresentaram 
mais definidos e segmentados, e ocorreu um aumento na energia necessária para fusão 
(entalpia) das partículas. Essa mudança pode ter ocorrido devido ao aumento da estabilidade 
das partículas. Provavelmente, nos primeiros dias de estocagem, os triacilgliceróis que compõe 
as micropartículas ainda não haviam cristalizado de forma estável. Além disso, as 
micropartículas armazenadas a 25 °C apresentaram menor entalpia, pois parte dos 
triacilgliceróis de cadeia curta e média estavam fundidos, refletindo em um menor conteúdo de 
gordura sólida na partícula e, consequentemente, menor consumo energético (SHUKLA, 1995).  
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Tabela 8. Parâmetros de fusão das micropartículas lipídicas sólidas ao longo do tempo de 
armazenamento a 5, 15 e 25 °C. 
Temperatura de 
armazenamento 
Tempo 
(dias) 
Temperatura (°C) Entalpia 
(J/g) Início Final Máxima 
5 °C 
01 6,48 61,00 46,34 84,49 
07 6,77 58,29 46,02 104,5 
15 6,04 59,90 46,25 117,7 
30 6,07 52,46 46,44 111,8 
60 7,99 50,75 46,07 109,4 
90 5,29 53,10 45,34 161,4 
15 °C 
01 - - - - 
07 16,06 59,98 46,14 99,85 
15 16,18 61,65 46,13 100,4 
30 15,75 55,53 46,13 120,5 
60 16,80 51,74 46,40 109,8 
90 14,90 52,86 46,09 135,5 
25 °C 
01 - - - - 
07 26,01 58,90 46,40 80,49 
15 26,56 59,12 46,31 64,81 
30 25,88 53,91 47,06 85,05 
60 26,36 50,61 46,51 90,37 
90 25,40 53,06 46,24 96,96 
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Figura 22. Comportamento térmico de fusão das micropartículas lipídicas sólidas após 90 dias de armazenamento a (a) 5 °C (b) 15 °C e (c) 25 °C. 
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5.2.4 Polimorfismo 
A Figura 23 apresenta os perfis de difração de raio-x obtidos para as micropartículas 
lipídicas de GALTH, armazenadas a 5, 15 e 25 °C durante 90 dias. Em geral, condições de 
rápido resfriamento, favorecem a formação de cristais menos estáveis (cristal tipo α) (RAMEL 
& MARANGONI, 2019). Apesar da técnica de spray chilling promover um resfriamento rápido 
dos lipídeos durante sua atomização em câmara refrigerada (~ 0 °C), as micropartículas 
lipídicas apresentaram cristais do tipo β’. É possível, que após a atomização, tenha ocorrido 
uma rápida transição polimórfica de α para β’ devido ao aumento do movimento das moléculas, 
ou uma possível fusão parcial dos cristais instáveis, que pode propiciar uma maior mobilidade 
das moléculas de triacilgliceróis, promovendo portanto uma recristalização em formas 
polimórficas mais estáveis (FRYDENBERG et al., 2013; MAZZANTI et al., 2009).  
Em todos os tempos e em todas as temperaturas de estocagem, as micropartículas 
apresentaram dois picos de intensidade variável em 3,8 e 4,2 Å, que correspondem a 
cristalização em β’. Além disso, foi observado uma pequena tendência de formação de cristais 
β (pico com intensidade de 4,6 Å) ao longo do tempo de estocagem. Em geral, a literatura 
reporta que quanto maior a temperatura de estocagem, maior é a tendência de as micropartículas 
apresentarem cristais mais estáveis (LOPES et al., 2015). No entanto, neste estudo, a 
temperatura de armazenamento não modificou a estrutura cristalina das micropartículas. Apesar 
do aparecimento da forma polimórfica β, a forma β´ se apresentou em maior intensidade em 
todos os tempos e em todas as temperaturas. A obtenção de micropartículas de gordura do leite 
totalmente hidrogenada, por spray chilling, não modificou a estrutura cristalina e o hábito 
polimórfico β’ típico da gordura do leite devido sua diversidade de ácidos graxos que estruturam 
os seus triacilgliceróis (WRIGHT & MARANGONI, 2006; O’BRIEN, 2009).  
A estabilidade da forma polimórfica é uma característica importante para 
micropartículas lipídicas, principalmente quando há a veiculação de compostos bioativos. Essa 
estabilidade, pode garantir a retenção do composto ativo, enquanto que o comportamento 
oposto pode causar expulsão do ativo durante a reorganização cristalina (ORIANI et al., 2018). 
Além disso, sendo estável em β´, a GALTH microparticulada pode promover nucleação, 
atuando como semente de cristalização em sistemas lipídicos que requerem empacotamento 
cristalino em β´. O uso da GALTH, permitiu a produção de micropartículas lipídicas sólidas 
exclusivamente de fonte láctea. Até o momento, não havia trabalhos com este foco, visto que a 
gordura do leite em sua forma nativa e isolada não apresenta características de ponto de fusão 
suficiente para ser utilizada como matéria-prima para compor micropartículas lipídicas. Com a 
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hidrogenação total, a gordura do leite continuou apresentando uma ampla faixa de fusão, no 
entanto com maior teor de ácidos graxos saturados, e consequentemente, com elevado ponto de 
fusão, o que possibilitou ampliar sua aplicação tecnológica. Este estudo demonstrou o potencial 
da GALTH como fase lipídica apropriada para produção de micropartículas lipídicas e serve de 
base para novos estudos que poderão ser realizados com a veiculação de compostos ativos e 
sua possibilidade de aplicação em produtos refrigerados, ou estocados a temperatura ambiente, 
visto que as micropartículas apresentaram estabilidade física e polimórfica em todas as 
temperaturas estudadas (5, 15 e 25 °C), durante 90 dias de armazenamento. 
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Figura 23. Difratogramas de raio-x das micropartículas lipídicas sólidas após 90 dias de 
armazenamento a (a) 5 °C (b) 15 °C e (c) 25 °C. 
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5.3 Avaliação do potencial da GALTH como modulador de processos de cristalização 
de bases lipídicas com diferentes graus de insaturações 
 
5.3.1 Composição em ácidos graxos 
A Tabela 9 apresenta a composição em ácidos graxos das bases lipídicas compostas 
de misturas de gordura anidra do leite totalmente hidrogenada e gordura anidra do leite 
(GALTH:GAL % g/g) e de misturas de gordura anidra do leite totalmente hidrogenada e óleo 
de girassol alto oleico (GALTH:OGAO % g/g) nas proporções 100:0 (mistura controle); 90:10; 
80:20; 70:30; 60:40; 50:50. A adição de GAL ou OGAO à GALTH, proporcionou bases 
lipídicas com significativas reduções na concentração de ácidos graxos saturados (Figura 24). 
Bases lipídicas adicionadas de 50% de GAL e de OGAO quando comparadas com a GALTH 
(100:0), apresentaram redução de 14,5 e 44,7% de ácidos graxos saturados, respectivamente. A 
maior redução foi observada para as misturas contendo OGAO, pois este é um óleo vegetal 
altamente insaturado (88,68%), que contém teores de 75,73% de ácido oleico (C18:1) e 12,06% 
de linoleico (C18:2). 
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Figura 24. Grau de saturação das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) GALTH:OGAO (g/g 
%).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Tabela 9. Composição em ácidos graxos (g/100 g) das bases lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %). 
Ácido graxo (%) 
GALTH:GAL (g/g) GALTH:OGAO (g/g) 
100:0 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 100:0 90:10 80:20 70:30 60:40 50:50 
C4:0 3,41 3,43 3,45 3,46 3,48 3,50 3,41 3,07 2,72 2,37 2,03 1,69 
C5:0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 
C6:0 2,47 2,45 2,43 2,40 2,38 2,36 2,47 2,22 1,97 1,72 1,47 1,22 
C7:0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 
C8:0 1,54 1,52 1,50 1,49 1,47 1,45 1,54 1,38 1,22 1,07 0,91 0,76 
C9:0 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 
C10:0 4,01 3,91 3,80 3,69 3,58 3,47 4,01 3,61 3,20 2,79 2,39 1,99 
C10:1c9 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,06 0,05 0,05 0,04 0,03 0,03 
C11:0 0,02 0,02 0,03 0,03 0,04 0,05 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
C12:0 5,17 5,00 4,83 4,66 4,49 4,31 5,17 4,64 4,12 3,60 3,08 2,56 
C12:1c9+C13:0 0,12 0,13 0,13 0,14 0,15 0,16 0,12 0,11 0,10 0,08 0,07 0,06 
C14:0 iso 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,10 0,08 0,07 0,06 0,05 
C14:0 14,05 13,75 13,45 13,15 12,86 12,55 14,05 12,63 11,22 9,81 8,41 7,01 
C15:0 iso 0,32 0,31 0,31 0,30 0,30 0,30 0,32 0,28 0,25 0,22 0,19 0,16 
C15:0 anteiso 0,68 0,66 0,65 0,63 0,62 0,60 0,68 0,61 0,54 0,47 0,40 0,34 
C14:1 c9 0,03 0,13 0,22 0,32 0,42 0,52 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 
C15:0 1,37 1,35 1,32 1,30 1,28 1,25 1,37 1,23 1,09 0,95 0,81 0,68 
C16:0 iso 0,26 0,26 0,26 0,26 0,27 0,27 0,26 0,23 0,21 0,18 0,15 0,13 
C16:0 32,06 31,98 31,90 31,81 31,73 31,64 32,06 29,42 26,78 24,16 21,54 18,93 
C16:1 t9+C17:0 iso 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,36 0,32 0,28 0,24 0,20 
C16:1 t12 0,00 0,02 0,04 0,05 0,07 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C17:0 anteiso 0,44 0,44 0,44 0,44 0,43 0,43 0,44 0,40 0,35 0,31 0,26 0,22 
C16:1 c9 0,08 0,21 0,35 0,48 0,62 0,76 0,08 0,09 0,10 0,10 0,11 0,12 
C17:0 0,87 0,85 0,83 0,82 0,80 0,78 0,87 0,79 0,70 0,62 0,54 0,46 
C18:0 iso 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,06 0,05 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03 
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C17:1 c9 0,00 0,02 0,05 0,07 0,09 0,11 0,00 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 
C18:0 30,96 28,87 26,78 24,69 22,59 20,50 30,96 28,18 25,42 22,66 19,92 17,18 
C18:1 t6-t8 0,00 0,02 0,05 0,07 0,09 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18:1 t9 0,00 0,02 0,04 0,06 0,09 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18:1 t10 0,00 0,03 0,07 0,10 0,13 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18: 1t11 0,03 0,14 0,25 0,36 0,47 0,58 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 
C18:1 t12 0,01 0,04 0,07 0,10 0,13 0,15 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
C18:1 t13-t14 0,01 0,06 0,10 0,15 0,20 0,24 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
C18:1 c9 0,13 2,02 3,92 5,81 7,71 9,61 0,13 7,82 15,48 23,12 30,72 38,29 
C18:1 c11 0,03 0,10 0,17 0,24 0,32 0,39 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 
C18:1 c12 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11 0,14 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 
C18:1 c13 0,04 0,05 0,05 0,06 0,06 0,07 0,04 0,04 0,03 0,03 0,02 0,02 
C18:1 t16 0,00 0,03 0,05 0,08 0,10 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C19:0 0,18 0,17 0,17 0,16 0,16 0,15 0,18 0,16 0,14 0,13 0,11 0,09 
C18:1c15 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 
C18: 2 c9t12 0,00 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18:2 t9c12 0,00 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C18:2n-6 0,01 0,17 0,33 0,50 0,66 0,82 0,01 1,24 2,46 3,67 4,89 6,09 
C20:0 0,52 0,48 0,44 0,41 0,37 0,33 0,52 0,50 0,48 0,46 0,44 0,42 
C18:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20 
C18:3 n-3+C20:1 c11 0,01 0,03 0,05 0,07 0,10 0,12 0,01 0,03 0,06 0,09 0,12 0,14 
CLA c9t11 0,00 0,05 0,11 0,16 0,21 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C21:0 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03 
C20:2 n-6 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C22:0 0,21 0,20 0,18 0,16 0,15 0,13 0,21 0,28 0,34 0,40 0,47 0,53 
C20:4 n-6 0,00 0,02 0,03 0,04 0,06 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
C24:0 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06 0,08 0,10 0,12 0,15 0,17 
C22:5 n-3 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,03 0,02 0,02 
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5.3.2 Composição em triacilgliceróis 
Em função da complexa e ampla composição em ácidos graxos presentes na gordura 
do leite, a combinação desses diferentes ácidos graxos resulta em milhares de triacilgliceróis. 
Em geral, essa composição é apresentada na forma de grupos, baseado na soma do número de 
carbonos dos ácidos graxos que compõe os triacilgliceróis (MAZZANTI, MARANGONI & 
IDZIAK, 2009). A composição da gordura do leite utilizada neste estudo é comum a outros 
sistemas de gordura do leite encontrados na literatura (MARANGONI & LENCKI, 1998; 
WRIGHT et al., 2000), que são compostas principalmente por TAGs com números de carbono 
entre 26 a 54. A Figura 25 apresenta o perfil composicional dos TAGs presentes nas bases 
lipídicas (GALTH:GAL % g/g) e (GALTH:OGAO % g/g), em função do número de átomos de 
carbono presentes nos ácidos graxos que compoõe os TAGs.  
 
 
Figura 25. Perfil composicional dos TAGs presentes nas bases lipídicas (a) GALTH:GAL e 
(b) GALTH:OGAO, em função do número de átomos de carbono presentes nos ácidos graxos 
que compõem os TAGs. 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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A adição de GAL à GALTH, em qualquer proporção (GALTH:GAL g/g) resultou 
em bases lipídicas com ampla distribuição na composição em triacilgliceróis, com maior 
concentração dos TAGs compostos por 34, 36, 38, 40 e 42 átomos de carbono. Considerando 
que a metodologia utilizada neste trabalho é baseada apenas na soma dos átomos de carbono 
das cadeias de ácidos graxos, não foi observada diferença no perfil triacilglicerólico, em 
qualquer proporção (Figura 25a), pois a hidrogenação somente promove mudanças no grau de 
saturação dos triacilgliceróis. Para avaliar essa diferença, seria necessário uma análise de 
identificação das espécies de TAGs. Porém, devido a complexidade da gordura do leite, essa 
determinação analítica não foi possível de ser realizada neste trabalho.  
O mesmo não se observa quando foi adicionado OGAO à GALTH. Observa-se na 
Figura 25b, um aumento gradativo na porção correspondente aos triacilgliceróis com 54 átomos 
de carbono. Esse efeito está relacionado à característica de composição do OGAO. Foram 
identificadas no OGAO, 14 espécies de TAGs de 50 a 60 átomos de carbono, sendo os de 54 
átomos de carbono os majoritários (83,3 %), com predominância das espécies OOO e OOL (O 
= Oleico; L = Linoleico), formados por ácidos graxos insaturados de 18 átomos de carbono. A 
adição de OGAO à GALTH resultou na redução da concentração dos TAGs de menor massa 
molecular (C26-C42) e no aumento da concentração dos TAGs de alta massa molecular (C44-
C60), com destaque para os TAGs de 54 átomos de carbono, que aumentaram de 0,77 para 
41,90% na mistura com 50% de OGAO. 
 
5.3.3 Observação visual 
A Figura 26 apresenta um esquema visual de como as bases lipídicas se comportam 
quando expostas à temperatura ambiente. Todas as bases lipídicas foram fundidas na mesma 
temperatura e em seguida foram expostas durante 120 minutos a 25 °C. Observa-se que após 
20 minutos de exposição, as bases lipídicas que apresentam maior teor de GALTH se 
apresentam parcialmente cristalizadas, com processo de nucleação e crescimento dos cristais. 
Após 120 minutos, independente do tipo de mistura ou da proporção da mistura, todas as bases 
lipídicas se apresentaram cristalizadas e estruturadas. Este comportamento indica a capacidade 
estruturante da GALTH, que foi capaz de reter até 50 % de óleo de girassol alto oleico na rede 
cristalina, sem exsudação de óleo. 
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Figura 26. Aspecto visual das bases lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %) 
expostas a 25 °C durante 120 min.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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5.3.4 Conteúdo de gordura sólida, ponto de fusão e compatibilidade 
A Figura 27 e a Tabela 10 apresentam o conteúdo de gordura sólida das bases 
lipídicas de GALTH:GAL (% g/g) e de GALTH:OGAO (% g/g). O acréscimo de GAL e de 
OGAO à GALTH foi acompanhado da redução gradativa do teor de gordura sólida das bases 
lipídicas em diferentes temperaturas.  
 
 
Figura 27. Conteúdo de gordura sólida (%) das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) 
GALTH:OGAO (g/g %).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
A adição de OGAO, promoveu uma diferença mais acentuada no perfil de sólidos, 
quando comparada com a adição da própria gordura do leite. Por exemplo, a 10 °C todas as 
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bases lipídicas de GALTH:GAL apresentaram elevado teor de gordura sólida (>70 %) e com 
pouca variação, sendo de 89 a 72%. Já na mesma temperatura, a medida que aumentou o teor 
de OGAO, essa diferença variou de 89 a 39%. Esse comportamento está relacionado com o 
aumento da concentração de triacilgliceróis de menor ponto de fusão nas bases lipídicas 
contendo óleo de girassol alto oleico. 
Todas as bases lipídicas desenvolvidas neste estudo podem ser classificadas como 
gorduras resistentes à exsudação de óleo, porque contêm mais de 10 % de gordura sólida a 20 
°C. Além disso, essas bases são capazes de conferir estrutura a produtos alimentícios de base 
gordurosa, com características de fusão apropriadas à temperatura corporal, uma vez que 
possuem gordura cristalizada acima de 25 °C (GRIMALDI, GONÇALVES & ESTEVES, 
2000). 
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Tabela 10. Conteúdo de gordura sólida (%) das bases lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %). 
Proporção 10 °C 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C 35 °C 40 °C 45 °C 50 °C 
GALTH:GAL (g/g) 
100:0 89,51±0,51aA 87,35±0,35aA 79,74±0,36aA 59,18±0,51aA 41,72±0,43aA 30,95±0,48aA 15,95±0,36aA 4,49±0,38aA 0,31±0,43aA 
90:10 88,06±0,01bA 84,51±0,05bA 77,04±0,02bA 50,33±0,07bA 39,75±0,07bA 26,59±0,12bA 15,40±0,07aA 2,19±0,13bB 0,00±0,00aA 
80:20 85,03±0,15cA 81,16±0,10cA 71,60±0,12cA 47,25±0,52cA 35,89±0,07cA 24,37±0,36cA 12,95±0,07bA 1,72±0,21bcB 0,00±0,00aB 
70:30 81,41±0,11dA 76,62±0,06dA 65,20±0,71dA 42,85±0,29dA 32,15±0,28dA 21,26±0,17dA 10,26±0,07cA 1,24±0,19cA 0,00±0,00aA 
60:40 77,12±0,04eA 70,88±0,04eA 58,90±0,08eA 38,31±0,03eA 27,83±0,10eA 17,74±0,13eA 7,47±0,57dA 0,56±0,11dA 0,00±0,00aA 
50:50 72,75±0,16fA 65,95±0,15fA 52,91±0,45fA 34,49±0,08fA 24,10±0,40fA 14,66±0,09fA 5,29±0,07eA 0,19±0,09dA 0,00±0,00aA 
GALTH:OGAO (g/g) 
100:0 89,51±0,51aA 87,35±0,35aA 79,74±0,36aA 59,18±0,51aA 41,72±0,43aA 30,95±0,48aA 15,95±0,36aA 4,49±0,38aA 0,31±0,43aA 
90:10 79,84±0,07bB 77,07±0,33bB 66,44±0,09bB 48,15±0,20bB 35,98±0,24bB 26,57±0,10bA 13,09±0,10bB 4,37±0,07aA 0,20±0,18aA 
80:20 69,70±0,09cB 65,45±0,13cB 55,66±0,44cB 40,32±0,24cB 30,74±0,32cB 21,88±0,19cB 11,22±0,43cB 3,41±0,14bA 0,21±0,10aA 
70:30 59,49±0,28dB 54,96±0,62dB 45,60±0,55dB 32,94±0,83dB 25,50±0,42dB 17,27±0,96dB 8,65±0,45dB 1,94±0,60cA 0,00±0,00aA 
60:40 49,18±0,26eB 45,18±0,25eB 35,97±0,15eB 26,32±0,14eB 20,14±0,14eB 12,90±0,11eB 6,50±0,17eB 0,86±0,19dA 0,00±0,00aA 
50:50 39,37±0,11fB 35,78±0,20fB 27,59±0,23fB 20,39±0,45fB 15,47±0,26fB 9,58±0,27fB 4,74±0,12fB 0,30±0,24dA 0,00±0,00aA 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo de girassol alto oleico. 
a,b Para cada proporção, dentro do mesmo tipo de mistura, letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
A,B Para cada tipo de mistura, porém com a mesma proporção, letras maiúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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A redução do teor de gordura sólida foi acompanhada da redução do ponto de fusão 
das bases lipídicas, conforme observado na Tabela 11. O ponto de fusão em geral decresceu de 
46 para 40 °C aproximadamente. Esse resultado deveu-se a redução dos triacilgliceróis de alto 
ponto de fusão, provenientes da gordura anidra do leite totalmente hidrogenada e do aumento 
dos triacilgliceróis di e triinsaturados provenientes da GAL e do OGAO. No entanto, 
praticamente não houve diferença entre a adição de GAL ou a adição de OGAO. 
Independentemente da proporção ou do tipo de mistura, a GALTH apresentou capacidade de 
co-cristalizar com as outras matérias-primas, governando a cristalização de todas as bases 
lipídicas. 
 
Tabela 11. Ponto de fusão das bases lipídicas de GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %). 
Proporção (g/g %) 
Ponto de fusão (°C) 
GALTH:GAL GALTH:OGAO 
100:0 46,34 ± 0,14aA 46,34 ± 0,14aA 
90:10 44,17 ± 0,03bB 44,62 ± 0,04bA 
80:20 43,47 ± 0,10cB 44,03 ± 0,15cA 
70:30 42,66 ± 0,08dA 42,99 ± 0,39dA 
60:40 41,69 ± 0,08eA 41,77 ± 0,10eA 
50:50 40,86 ± 0,03fA 40,55 ± 0,12fB 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
a,b Letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
A,B Letras maiúsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 
O estudo da compatibilidade entre os componentes das bases lipídicas (Figura 28), 
demonstrou uma evolução linear em todas as temperaturas avaliadas, o que caracteriza as bases 
lipídicas com compatibilidade total entre a GALTH e a GAL, e entre a GALTH e o OGAO, 
com formação de soluções sólidas contínuas, o que é desejável. Em geral, quando duas classes 
de lipídios de composição química tão distintas, são misturadas, as propriedades físico-
químicas da mistura não são necessariamente as mesmas que as dos componentes originais, 
podendo resultar na incompatibilidade (TIMMS, 1984). No entanto, neste trabalho, apesar da 
diferença de composição e de ponto de fusão entre os constituintes, todas as bases lipídicas 
foram compatíveis. Essa compatibilidade, é possivelmente, devido à solubilidade das moléculas 
de triacilglicerol no estado sólido, sugerindo uma co-cristalização entre os componentes das 
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bases lipídicas. O contrário foi observado em sistemas binários de óleo de soja e hardfat de soja 
(RIBEIRO et al. 2009b), óleo de soja e hardfat de crambe (GUEDES et al., 2014) e óleo de 
girassol alto oleico e hardfat de palma (MASUCHI et al., 2014), que apresentaram 
comportamento monotético, representando uma incompatibilidade, em que os triacilgliceróis 
de alto ponto de fusão são dissolvidos em triacilgliceróis líquidos, apresentando diferenças de 
ponto de fusão acima de 20 °C entre ambos os componentes (TIMMS, 1984; HIMAWAN, 
STAROV & STAPLEY, 2006). 
 
 
 
Figura 28. Diagrama de compatibilidade das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) 
GALTH:OGAO (g/g %).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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5.3.5 Comportamento térmico de cristalização e fusão 
A Figura 29 e a Tabela 12 apresentam os termogramas e os parâmetros de 
cristalização das bases lipídicas compostas de GALTH:GAL e de GALTH:OGAO (g/g %). O 
comportamento térmico da gordura do leite depende muito do arranjo e das propriedades dos 
triacilgliceróis (TAGs) que a compõe (RAMEL & MARANGONI, 2019). Na Figura 29, 
observa-se claramente dois eventos de cristalização. No primeiro evento, os TAGs de alto ponto 
de fusão se associam e co-cristalizam, enquanto que os TAGs de médio e baixo ponto de fusão 
cristalizam no segundo evento térmico. A adição de GAL à GALTH não promoveu grandes 
mudanças no comportamento de cristalização, visto que a composição química de ambas 
gorduras apresentam elevado teor de ácidos graxos saturados. Já a adição de OGAO levou o 
aparecimento de um segundo pico de cristalização, na faixa de -30 a -54 °C, nas misturas 70:30, 
60:40 e 50:50. O aparecimento do segundo pico foi acompanhado da redução do primeiro pico, 
que é correspondente ao TAGs de alto ponto de fusão da GALTH. Para todas as bases lipídicas, 
o aumento na adição de GAL ou de OGAO, reduziu o consumo de energia necessária à 
cristalização (entalpia), provavelmente devido ao aumento proporcional da concentração de 
ácidos graxos insaturados. Este efeito está associado à redução do número de moléculas 
envolvidas no processo de cristalização, que é proporcional à quantidade de energia liberada no 
sistema (HUMPHREY & NARINE, 2004). 
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Figura 29. Termogramas de cristalização das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) 
GALTH:OGAO (g/g %).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Tabela 12. Comportamento térmico de cristalização das bases lipídicas GALTH:GAL e 
GALTH:OGAO (g/g %). 
Proporção  
(% g/g) 
1° pico de cristalização  2° pico de cristalização 
ΔH 
(J/g) 
Temperatura (°C)  Temperatura (°C) 
Início  Final Máxima  Início Final Máxima 
G
A
L
T
H
:G
A
L
 
100:00 32,1 -15,85 31,21  - - - 109,90 
90:10 31,14 -19,29 30,57  - - - 114,15 
80:20 30,50 -20,33 29,96  - - - 106,70 
70:30 29,70 -19,61 29,24  - - - 97,84 
60:40 28,98 -21,37 28,42  - - - 93,88 
50:50 27,86 -25,53 27,34  - - - 91,74 
G
A
L
T
H
:O
G
A
O
 
100:00 32,1 -15,85 31,21  - - - 109,90 
90:10 30,98 -16,82 30,54  - - - 97,85 
80:20 30,10 -22,49 29,77  - - - 88,55 
70:30 29,78 -20,09 29,20  -30,96 -54,06 -38,67 76,09 
60:40 28,42 -21,77 27,90  -30,40 -54,54 -38,54 68,34 
50:50 27,46 -25,28 27,04  -29,36 -52,95 -37,50 64,10 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
Quanto ao comportamento térmico de fusão, observa-se na Figura 30 e na Tabela 
13, que a GALTH (100:0) apresentou dois picos de fusão bem definidos. A adição de GAL à 
GALTH modificou o comportamento de fusão das bases lipídicas, tornando os eventos de fusão 
mais largos e heterogêneos, devido a complexa composição da GAL. E com a adição de OGAO 
à GALTH, houve o aparecimento de um segundo pico de fusão em todas as proporções 
estudadas, que representa a fusão dos TAGs triinsaturados provenientes do óleo de girassol alto 
oleico, que inicia sua fusão próximo de -14 °C. 
A modificação no comportamento térmico da GALTH ocasionada pela adição de 
GAL ou de OGAO, pode ampliar sua gama de aplicações. A combinação desses lipídeos 
proporcionou bases lipídicas contínuas com comportamento térmico adequado para compor a 
formulação de produtos como sorvetes, shortenings, massas folhadas, substitutos de manteiga 
de cacau, entre outros. 
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Figura 30. Termogramas de fusão das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) GALTH:OGAO 
(g/g %).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Tabela 13. Comportamento térmico de fusão das bases lipídicas GALTH:GAL e 
GALTH:OGAO (g/g %). 
Proporção  
(% g/g) 
1° pico de fusão 
 
2° pico de fusão 
ΔH 
(J/g) 
Temperatura (°C) 
 
Temperatura (°C) 
Início  Final Máxima 
 
Início Final Máxima 
G
A
L
T
H
: 
G
A
L
 
100:00 7,48 32,26 22,26 
 
34,34 52,56 46,03 50,44 
90:10 7,24 53,84 45,57 
 
- - - 60,13 
80:20 4,37 53,68 44,99 
 
- - - 58,61 
70:30 4,21 53,44 44,25 
 
- - - 55,14 
60:40 1,33 54,40 43,51 
 
- - - 55,50 
50:50 -0,35 52,56 42,50 
 
- - - 54,98 
G
A
L
T
H
:O
G
A
O
 
100:00 7,48 32,26 22,26 
 
34,34 52,56 46,03 50,44 
90:10 6,92 30,34 24,15 
 
30,34 53,60 45,62 52,81 
80:20 -20,49 -4,35 -13,14 
 
9,48 55,27 44,96 50,96 
70:30 -20,73 -1,15 -11,80 
 
10,04 54,80 44,24 51,55 
60:40 -20,41 1,01 -10,81 
 
6,76 54,40 43,39 52,33 
50:50 -20,57 1,41 -10,39 
 
5,49 53,99 42,96 48,35 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
5.3.6 Cinética de cristalização 
A Figura 31 apresenta as isotermas de cristalização a 25 °C, e a Tabela 14 os valores 
do tempo de indução (tSFC), conteúdo máximo de gordura sólida (SFCmáx) e os parâmetros de 
Avrami, com os respectivos coeficientes de determinação (R2), indicando a velocidade (k) e o 
mecanismo (n) de cristalização. As curvas obtidas para todas as bases lipídicas apresentaram 
duas fases distintas de aumento do conteúdo de gordura sólida. A primeira fase foi formada 
após o tempo de indução, que foi menor para a GALTH (100:0) (7,00 ± 0,58 min) do que para 
as demais bases lipídicas. Em seguida, observou-se a formação de um platô e outra fase de 
aumento do conteúdo de gordura sólida antes de atingir o equilíbrio no ponto máximo de 
cristalização. A formação desse platô é típica da gordura do leite, e pode ser resultado de um 
período de transição polimórfica da forma cristalina menos estável (α) para uma mais estável 
(β’) (FOUBERT et al., 2006).  
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Figura 31. Isotermas de cristalização a 25 °C das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) 
GALTH:OGAO (g/g %).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
O teor máximo de gordura sólida foi reduzido gradativamente com a adições de 
GAL e de OGAO à GALTH. Na mesma proporção, bases lipídicas com OGAO apresentaram 
teor de sólidos significativamente reduzido, quando comparado com as bases lipídicas com 
GAL. Por exemplo, misturas na proporção 50:50 apresentaram 27,28 e 18,20 % de gordura 
sólida, para GALTH:GAL e para GALTH:OGAO, respectivamente. Como as propriedades 
físicas de um sistema lipídico são governadas principalmente pela composição química, é 
interessante observar os efeitos da composição sobre alguns parâmetros físicos. A GALTH 
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(controle 100:0) apresenta 99,46 % de ácidos graxos saturados, e consequentemente um elevado 
conteúdo de gordura sólida após 120 minutos a 25 °C. A Figura 32 apresenta uma correlação 
entre a concentração de ácidos graxos saturados e o conteúdo de gordura sólida atingido ao final 
da isoterma de cristalização. Para ambas bases lipídicas, as correlações foram significativas 
(p<0,0001). Estes resultados estão de acordo com as expectativas teóricas, pois, em geral, os 
ácidos graxos saturados têm pontos de fusão mais altos, e assim, eles cristalizam e contribuem 
para o aumento do conteúdo de gordura sólida. Resultados semelhantes foram observados por 
Rye, Litwinenko & Marangoni (2005), que obtiveram correlação linear entre o teor de ácidos 
graxos saturados e conteúdo de gordura sólida para a gordura anidra do leite, em diferentes 
taxas de resfriamento e tempos de estocagem. 
 
 
Figura 32. Correlação entre conteúdo de gordura sólida máximo (SFCmáx) e a concentração de 
ácidos graxos saturados das bases lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) GALTH:OGAO (% g/g).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
Da mesma forma, observou-se um aumento significativo do meio tempo de 
cristalização (t1/2), e uma redução na constante de velocidade de cristalização de Avrami, k, com 
o aumento da concentração de GAL e de OGAO nas misturas. A avaliação do expoente de 
Avrami, n, que indica o mecanismo de cristalização, apresentou valores entre 1 e 2, para todas 
as bases lipídicas estudadas. Estes valores sugerem crescimento de cristais em forma de agulhas 
a partir de núcleos instantâneos ou esporádicos. Geralmente n consiste em um número inteiro, 
porém valores fracionários, como os obtidos neste trabalho, referem-se principalmente à 
formação de cristais de morfologia semelhante a partir de nucleação esporádica e/ou instantânea 
ou pelo desenvolvimento simultâneo de cristais com diferentes morfologias (MARANGONI, 
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2005). Em resumo, o comportamento geral de cristalização indicou que a adição de OGAO ou 
de GAL à GALTH resultou em aumento do tempo de indução, uma redução do conteúdo 
máximo de gordura sólida, um aumento da meia vida do tempo de cristalização, e redução da 
constante de velocidade de cristalização.  
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Tabela 14. Tempo de indução (tSFC), conteúdo máximo de gordura sólida (SFCmáx), constante de Avrami (k), expoente de Avrami (n), meia vida 
do tempo de cristalização (t1/2) e seus respectivos coeficientes de determinação (R
2) das misturas lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g 
%). 
Proporção tSFC (min) SFCmáx (%) k(min-1) n t1/2 R2 
GALTH:GAL (g/g) 
100:00 7,00±0,58dA 41,91±0,50aA 3,04x10-2±0,00aA 1,11±0,03fA 16,91±0,88dA 0,98 
90:10 8,00±0,00cA 39,46±0,35bA 1,35x10-2±0,00bA 1,35±0,02eA 18,51±0,03cA 0,99 
80:20 8,00±0,00cA 36,71±0,25cA 9,30x10-3±0,00bcA 1,48±0,02dB 18,52±0,42cA 0,99 
70:30 8,00±0,00cB 33,56±0,07dA 5,10x10-3±0,00cdA 1,66±0,04cA 19,31±0,11cA 0,99 
60:40 9,00±0,00bA 30,49±0,03eA 3,08x10-3±0,00dB 1,79±0,02bA 20,49±0,10bA 0,99 
50:50 10,00±0,00aA 27,28±0,14fA 1,88x10-3±0,00dB 1,91±0,03aA 22,24±0,11aA 0,99 
GALTH:OGAO (g/g) 
100:00 7,00±0,58dA 41,91±0,50aA 3,04x10-2±0,00aA 1,11±0,03dA 16,91±0,88dA 0,98 
90:10 8,00±0,00cA 37,38±0,07bB 1,41x10-2±0,00bA 1,38±0,01cA 17,50±0,06dB 0,99 
80:20 8,00±0,00cA 32,96±0,12cB 5,81x10-3±0,00cB 1,68±0,06bA 17,20±0,04cdB 0,99 
70:30 9,00±0,00bA 27,98±0,06dB 5,15x10-3±0,00cA 1,68±0,01bA 18,48±0,12bcB 0,99 
60:40 9,00±0,00bA 22,92±0,21eB 4,47x10-3±0,00cA 1,72±0,04bB 18,94±0,51abB 0,99 
50:50 10,00±0,00aA 18,20±0,05fB 2,69x10-3±0,00cA 1,86±0,04aA 19,81±0,30aB 0,99 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo de girassol alto oleico. 
a,b Para cada proporção, dentro do mesmo tipo de mistura, letras minúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
A,B Para cada tipo de mistura, porém na mesma proporção, letras maiúsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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5.3.7 Microestrutura 
As Figuras 33 e 34 apresentam visualmente a rede cristalina das bases lipídicas de 
GALTH:GAL e de GALTH:OGAO, respectivamente. As imagens são apresentadas a 25 e 40 
°C, para melhor identificação da morfologia dos cristais. Na Tabela 15 são apresentados os 
parâmetros quantitativos da microestruturas visualizadas apenas a 25 °C, uma vez que a 40 °C, 
embora as bases lipídicas apresentem conteúdo de gordura sólida, a maior parte dos TAGs está 
fundida. 
Observa-se quantitativamente (Tabela 15) e visualmente (Figuras 33 e 34), que a 
25 °C a GALTH (controle 100:0) apresentou elevado número de elementos cristalinos (>9.000) 
e elevada porcentagem de área cristalizada (~38%). A adição de GAL ou de OGAO ocasionou 
aumento da quantidade de óleo líquido na matriz cristalina, o que resultou na redução da 
quantidade de cristais presentes e da porcentagem de área cristalizada. Misturas com mais de 
30% de adição de GAL ou de OGAO, resultaram na redução do número de elementos cristalinos 
e no aumento de tamanho dos cristais, devido ao maior teor de gordura líquida na rede cristalina, 
que permitiu maior espaço para o crescimento dos cristais. Além disso, o aumento da proporção 
de GAL ou de OGAO nas misturas levou a uma maior quantidade de cristais aglomerados, 
sugerindo que o software Image Pro Plus, pode ter considerado aglomerados de cristais como 
sendo um único cristal.  
A 25 °C os cristais apresentaram crescimento em forma de agulhas longas e finas 
distribuídas radialmente, sugerindo a formação de cristais do tipo esferulito A. A fim de 
demonstrar ainda mais a existência de inter-relações entre os parâmetros que influenciam as 
propriedades físicas da gordura do leite, foram realizadas correlações lineares (Figura 35) entre 
a porcentagem de área cristalizada e o teor máximo de gordura sólida das bases lipídicas de 
GALTH:GAL e GALTH:OGAO, respectivamente. Para ambas as bases lipídicas, as 
correlações foram significativas (p<0,05). Este resultado corrobora com os resultados 
discutidos anteriormente, que a medida que diminui o conteúdo de gordura sólida do sistema, 
diminui também a porcentagem de área cristalizada. 
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Figura 33. Imagens de microscopia sob luz polarizada das misturas lipídicas GALTH:GAL 
(g/g %), após estabilização por 24 horas a 25 °C e a 40 °C, utilizando aumento de 20 e 4x, 
respectivamente. Barra das escalas: 100 µm para 25 °C e 500 µm para 40 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Figura 34. Imagens de microscopia sob luz polarizada das misturas lipídicas GALTH:OGAO 
(g/g %), após estabilização por 24 horas a 25 °C e a 40 °C, utilizando aumento de 20 e 4x, 
respectivamente. Barra das escalas: 100 µm para 25 °C e 500 µm para 40 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Figura 35. Correlação entre porcentagem de área cristalizada observada na microscopia sob 
luz polarizada e o teor máximo de gordura sólida após 120 minutos de cristalização das bases 
lipídicas (a) GALTH:GAL e (b) GALTH:OGAO (% g/g).  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
 
A 40 °C, a morfologia dos cristais pode ser visualizada mais facilmente. O elevado 
teor de gordura líquida a 40 °C, propiciou maior mobilidade molecular, maior espaço para um 
crescimento multidimensional dos cristais, e a adição de GAL ou de OGAO não alterou a 
morfologia dos cristais da GALTH. Os cristais formados em todas as bases lipídicas estudadas 
apresentaram o aparecimento de cruz de malta, que está associada a formação de esferulitos 
bem definidos. A técnica de microscopia de luz polarizada pode, sob certas circunstâncias, 
diferenciar as formas polimórficas das gorduras (SIMÕES & GIOIELLI, 2000). De acordo com 
Ueno, Nishida e Sato (2008), a típica cruz de malta é característica de esferulitos em β’, e indica 
que cristais muito pequenos (com dimensões de 500 nm a 2 µm) foram nucleados no centro, e 
a cristalização foi estendida em direção às extremidades. 
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Tabela 15. Parâmetros da rede cristalina das bases lipídicas GALTH:GAL e GALTH:OGAO (g/g %) a 25 °C. 
Proporção 
Elementos 
cristalinos (n°) 
Diâmetro médio 
cristais (µm) 
Cristais aglomerados 
(%) 
Diâmetro médio cristais 
individuais (µm) 
Área cristalina 
(%) 
GALTH:GAL (g/g) 
100:0 97.574 2,15 6,05 1,18 38,87 
90:10 62.959 2,99 20,04 1,06 30,29 
80:20 46.530 3,41 24,56 1,07 22,08 
70:30 38.874 3,86 26,08 1,06 18,37 
60:40 33.926 3,63 25,01 1,07 18,12 
50:50 21.193 5,87 56,38 1,11 15,45 
GALTH:OGAO (g/g) 
100:0 97.574 2,15 6,05 1,18 38,87 
90:10 36.080 4,91 38,21 1,09 32,56 
80:20 35.973 4,68 36,86 1,08 24,26 
70:30 20.156 5,66 49,12 1,10 12,43 
60:40 21.079 2,86 42,28 1,06 12,81 
50:50 4.711 8,18 58,46 1,08 6,16 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo de girassol alto oleico. 
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5.3.8 Polimorfismo 
A Figura 36 apresenta os difratogramas das bases lipídicas após 7 e 30 dias de 
estabilização a 25 °C. O tempo não afetou o hábito polimórfico das bases lipídicas. Após 30 
dias, todas as misturas apresentaram cristais na forma β’. O polimorfo β’ é a forma polimórifca 
mais comum da gordura do leite, ele é formado diretamente após o resfriamento ou através da 
transformação do polimorfo α (RYE, LITWINENKO & MARANGONI, 2005). O hábito 
polimórfico β’ da gordura do leite se deve a diversidade de ácidos graxos que estruturam os 
seus triacilgliceróis, e ao seu elevado teor de ácido palmítico (WRIGHT & MARANGONI, 
2006; O’BRIEN, 2009). Contrariamente, o óleo de girassol alto oleico, apresenta tendência de 
formação de cristais na forma β, em função de sua composição majoritária em ácido oleico 
(ACEVEDO & MARANGONI, 2010). No entanto, adições de até 50 % de OGAO à GALTH 
não afetaram o seu hábito polimórfico de cristalização, ou seja, prevaleceu a forma β’. Bases 
lipídicas com estabilidade em β’ são industrialmente desejáveis pois apresentam cristais de 
tamanho pequeno, que conferem produtos macios e lisos (ROSENTHAL, 1999).  
 
 
Figura 36. Difratogramas das bases lipídicas GALTH:GAL (a, b) e GALTH:OGAO (c, d) após 
07 e 30 dias de estabilização a 25 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. 
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Em resumo, as propriedades físicas resultantes da composição química da GALTH 
viabilizaram a modulação de processos de cristalização em todas as formulações estudadas. 
Adicionalmente, a GALTH viabilizou a obtenção de sistemas lipídicos compatíveis em todas 
as formulações estudadas, o que é imprescindível para aplicação tecnólogica em alimentos. No 
entanto, este comportamento não é observado em sistemas compostos por hardfats e óleos 
vegetais, devido à drástica diferença do ponto de fusão, tamanho molecular e hábito polimórfico 
dos triacilgliceróis, sendo necessário a utilização de métodos adicionais de modificação, como 
por exemplo, a interesterificação química. 
 
 
5.4 Avaliação do potencial da GALTH e de bases lipídicas com diferentes graus de 
insaturações para a formulação de nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e 
carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 
 
A partir da caracterização físico-química dos diferentes sistemas lipídicos 
avaliados, foram selecionadas cinco misturas lipídicas para compor a fase lipídica de sistemas 
nanoestrurados, bem como avaliar seu efeito na estabilidade cinética e polimórfica durante 90 
dias de armazenamento a temperatura ambiente (25 °C). As bases lipídicas foram selecionadas 
baseado principalmente no grau de saturação e no ponto de fusão, e foram compostas por 
GALTH; GALTH:GAL 70:30; GALTH:GAL 50:50; GALTH:OGAO 70:30; GALTH:OGAO 
50:50. Este conjunto selecionado, representa as bases lipídicas com níveis extremos e nível 
intermediário de ponto de fusão e grau de saturação, pois apresentam uma variação de 46 até 
40 °C de ponto de fusão, e de 99 até 55% de ácidos graxos saturados, conforme observado na 
Tabela 4.  
 
 
5.4.1 Tamanho médio e distribuição de tamanho de partícula 
O efeito do tipo da fase lipídica, do tipo de emulsificante, do tempo de 
armazenamento, bem como da interação destes fatores sobre o diâmetro médio (D32) e o índice 
de polidispersidade (Span) é apresentado na Tabela 16. 
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Tabela 16. Resumo da análise de variância (ANOVA) sobre o efeito do tipo da fase lipídica, 
do tipo de emulsificante, do tempo de armazenamento e da interação desses fatores sobre o 
diâmetro médio (D32) e o índice de polidispersidade (Span). 
Fatores GL 
Valor de p 
D 32 (nm) Span  
Tipo da fase lipídica* 4 <0,0001 <0,0001 
Tipo de emulsificante** 1 <0,0001 <0,0001 
Tempo de armazenamento*** 6 0,1129 0,5025 
Tipo de fase lipídica x Tipo de emulsificante 4 0,0002 <0,0001 
Tipo de fase lipídica x Tempo de armazenamento 24 0,9638 0,5674 
Tipo de emulsificante x Tempo de armazenamento 6 0,2463 0,2787 
Tipo de fase lipídica x Tipo de emulsificante x 
Tempo de armazenamento 
24 0,9958 0,6740 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. WPI: Isolado proteico do soro; NaCas: Caseinato de sódio. 
* Tipo da fase lipídica: GALTH, GALTH:GAL 70:30, GALTH:GAL 50:50, GALTH:OGAO 
70:30 e GALTH:OGAO 50:50. 
** Tipo de emulsificante: WPI e NaCas. 
*** Tempo de armazenamento: 01, 03, 07, 15, 30, 60 e 90 dias. 
GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significância <0,05). 
 
Observa-se na Tabela 16 que o tipo de fase lipídica, o tipo de emulsificante, bem 
como sua interação, influenciou significativamente o tamanho e a polidispersão das 
nanopartículas lipídicas. Os efeitos dessa interação sobre o tamanho e a polidispersão são 
apresentados na Figura 37 (a) e (b), respectivamente. 
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Figura 37. Efeito da interação entre o tipo de fase lipídica e o tipo de emulsificante sobre (a) o 
tamanho de partículas e (b) o índice de polidispersidade das nanopartículas lipídicas.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro; NaCas: Caseinato de sódio. 
a,b Letras minúsculas diferentes, entre os tipos de lipídeos, apresentam diferença significativa pelo teste 
de Tukey (p < 0,05). 
A,B Letras maiúsculas diferentes, entre os tipos de emulsificantes, apresentam diferença significativa pelo 
teste de Tukey (p < 0,05). 
 
No que diz respeito ao tipo de lipídeo, as nanopartículas lipídicas que apresentaram 
o menor diâmetro (138,0 nm) foram as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), nas quais a fase 
lipídica é composta unicamente por GALTH. O aumento do grau de insaturação das fases 
lipídicas incorporadas nos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) promoveu um 
aumento significativo no tamanho das partículas. A CLN composta pela base lipídica GALTH: 
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OGAO na proporção 50:50, foi o sistema que apresentou maior tamanho (170,8 nm). Este efeito 
está possivelmente relacionado a conformação e a linearidade dos ácidos graxos insaturados 
presentes nas moléculas de TAGs. Estruturas cristalinas menos organizadas e menos compactas 
tendem a ocupar mais espaço, e resultam em nanopartículas de maior tamanho (O’BRIEN, 
2009; RIBEIRO, ARELLANO & GROSSO, 2012).  
No que diz respeito ao tipo de emulsificante, no geral, as nanopartículas 
emulsionadas com NaCas apresentaram menor diâmetro médio, quando comparado com as 
emulsionadas com WPI. As nanopartículas de maior tamanho, também apresentaram índice de 
polidispersidade significativamente maior do que as demais. O índice de polidispersidade é um 
indicativo da estabilidade do sistema físico-químico, sendo que quanto menor o índice de 
polidispersidade, mais estável é o sistema (MCCLEMENTS, 2015). Se considerarmos que 
todas as nanopartículas foram submetidas às mesmas condições de processamento, a diferença 
de tamanho observada entre as NL estabilizadas por WPI e NaCas é possivelmente relacionada 
à estabilidade térmica e à conformação dessas proteínas. O tratamento térmico e a alta pressão 
são fatores que afetam a solubilidade e a conformação das proteínas do soro de leite 
(DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2007; WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 
2006), enquanto que as caseínas, com estrutura molecular aberta e flexível não sofrem 
importantes alterações conformacionais induzidas pelo calor (MCCLEMENTS, 2015). 
Portanto, é provável que a desnaturação causada nas proteínas do soro de leite tenha afetado as 
interações entre o WPI e as gotículas de gordura e, consequentemente, aumentaram a espessura 
da camada de emulsificante na interface óleo-água. No entanto, apesar dessa diferença de 
tamanho, todos os sistemas apresentaram diâmetro médio inferior a 200 nm, o que realmente 
as classificam como nanopartículas (MCCLEMENTS, 2013). Adicionalmente, observa-se na 
Figura 38, que todas as nanopartículas apresentaram distribuição unimodal, e que se 
mantiveram constantes durante os 90 dias de armazenamento a 25 °C.  
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Figura 38. Curvas de distribuição de tamanho de partículas das nanopartículas lipídicas (NL) 
ao longo do tempo de armazenamento a 25 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico. WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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A fim de demonstrar a existência de inter-relações entre os parâmetros que 
influenciam o tamanho das nanopartículas, foi realizada uma correlação (Figura 39) entre a 
porcentagem de ácido graxo saturado da fase lipídica e o diâmetro médio das NL. A correlação 
foi linear e significativa (p<0,05), o que confirma os dados discutidos anteriormente, que a 
medida que diminui o grau de saturação dos ácidos graxos, aumenta o tamanho das 
nanopartículas. 
 
 
Figura 39. Correlação entre grau de saturação (%) das bases lipídicas e o diâmetro médio (D32) 
das nanopartículas lipídicas.  
 
5.4.2 Microscopia 
Com o auxílio da técnica de microscopia óptica, foi possível observar (Figura 40) 
que as nanopartículas lipídicas apresentaram formato esférico, uniformemente distribuídas, e 
sem nenhuma agregação visual de partículas ou floculação de proteínas. Este comportamento 
sugere que o tipo de emulsificante e a concentração utilizada (2% da fase aquosa), foram 
suficientes para proteger os lipídeos e estabilizar o sistema. Vale ressaltar que diferente da 
técnica de medição de tamanho pelo Mastersizer, as nanopartículas observadas no microscópio 
óptico com lente de aumento de 40x, não correspondem as partículas de diâmetro médio, mas 
sim às partículas com diâmetro na maior faixa de tamanho. 
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Figura 40. Microscopia óptica das nanopartículas lipídicas (NL) após 90 dias de 
armazenamento a 25 °C. Aumento de 40x. Barra da escala: 50 µm.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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5.4.3 Estabilidade cinética das dispersões de nanopartículas lipídicas 
A Figura 41 apresenta a variação dos valores de TSI (Turbiscan Stability Index) em 
função do tempo. Um valor mais alto de TSI indica um sistema menos estável. As 
nanopartículas compostas por 50 % de OGAO apresentaram um aumento no valor de TSI ao 
longo do tempo. As demais nanopartículas apresentaram um aumento somente no início do 
tempo de estocagem (~7 dias), e em seguida, apresentaram uma certa estabilidade, 
demonstrando que as proteínas do leite foram capazes de estabilizar as nanopartículas lipídicas 
durante 90 dias a 25 °C.  
 
 
Figura 41. Variação dos valores da TSI (Turbiscan Stability Index) em função do tempo de 
armazenamento para as nanopartículas lipídicas estabilizadas com (a) WPI e (b) NaCas.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
 
 
As dispersões de nanopartículas lipídicas estabilizadas com caseinato de sódio 
(NaCas) apresentaram maior estabilidade em todos os tempos avaliados. Este efeito pode ser 
explicado, pois, as moléculas de caseína por conterem alta proporção de resíduos hidrofóbicos 
e estrutura molecular aberta e flexível (DALGLEISH et al., 2002; DAMODARAN, PARKIN 
& FENNEMA, 2007) adsorvem mais rapidamente na interface do que as proteínas do soro, que 
são globulares e mais propensas a desnaturação térmica (DICKINSON & PARKINSON, 2004; 
RAIKOS, 2010). Este resultado pode ser correlacionado com o tamanho das gotículas. 
Partículas maiores apresentam maior desestabilização. A Figura 42, confirma a existência de 
uma correlação significativa e linear entre o TSI e o diâmetro médio das nanopartículas lipídicas 
estabilizadas por WPI e por NaCas, respectivamente.  
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Figura 42. Correlação entre os valores de TSI e o diâmetro médio (D32) das nanopartículas 
lipídicas estabilizadas com (a) WPI e com (b) NaCas.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
 
 
Este efeito pode ser também visualizado na Figura 43, que apresenta as mudanças 
no perfil de espalhamento de luz (ΔBS) das nanopartículas em função da altura do tubo, em 
diferentes tempos de avaliação. As NLS compostas somente de GALTH não apresentaram 
nenhum mecanismo de desestabilização. Enquanto que para as CLN, que são compostas por 
bases lipídicas com certo grau de insaturação, observa-se um aumento na desestabilização ao 
longo do tempo de armazenamento. Ou seja, existe uma diminuição do backscattering na parte 
inferior do tubo e um aumento concomitante do backscattering na zona superior, atribuída a 
formação de uma camada creme. Este comportamento é mais acentuado nas CLN compostas 
de GALTH:OGAO 50:50 e estabilizados por WPI. No entanto, apesar de algumas 
nanopartículas apresentarem resultados condizentes com desestabilização por cremeação, 
visualmente (Figura 44), todos os sistemas apresentaram aspecto estável, sem separações de 
fase visíveis. 
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Figura 43. Mudanças no perfil de espalhamento de luz (% BS) das nanopartículas lipídicas 
(NL), ao longo do tempo de armazenamento a 25 °C. 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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Figura 44. Aspecto visual das nanopartículas lipídicas (NL) acondicionadas em tubos de vidro 
do Turbiscan, após 90 dias de armazenamento a 25 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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5.4.4 Comportamento térmico de fusão e recristalização 
A Tabela 17 e a Figura 45 apresentam os parâmetros térmicos de fusão e índice de 
recristalização. Todos os tratamentos apresentaram um único pico de fusão, que iniciou por 
volta de 25 °C, temperatura na qual as NL foram armazenadas. Este pico é proveniente dos 
TAGs de alto ponto de fusão, compostos por ácidos graxos saturados e de cadeia longa. Neste 
sentido, as NL compostas por bases lipídicas adicionadas de GAL ou de OGAO, apresentaram 
um menor consumo de energia para fundir e um baixo índice de recristalização. Este efeito 
ocorre, pois, nesta temperatura de armazenamento (25 °C), os TAGs de menor ponto de fusão 
encontram-se líquidos, portanto, quanto menor o teor de ácidos graxos saturados na fase 
lipídica, menor a capacidade de recristalização. 
 
Tabela 17. Comportamento térmico de fusão das nanopartículas lipídicas (NL) e índice de 
recristalização (IR). 
Nanopartículas lipídicas 
Temperatura (°C) 
ΔH IR (%) 
Início Final Máxima 
W
P
I 
GALTH 25,53 57,97 46,61 62,88 12,47 
GALTH:GAL 70:30 25,78 58,96 45,12 44,98 8,16 
GALTH:GAL 50:50 25,73 57,70 44,12 35,49 6,46 
GALTH:OGAO 70:30 25,63 59,24 46,84 41,39 8,03 
GALTH:OGAO 50:50 26,06 58,69 44,96 28,78 5,95 
N
a
C
a
s 
GALTH 25,58 58,42 47,08 50,37 9,99 
GALTH:GAL 70:30 25,73 59,69 45,35 46,27 8,39 
GALTH:GAL 50:50 26,02 56,62 43,93 30,60 5,57 
GALTH:OGAO 70:30 25,89 59,33 45,92 40,62 7,88 
GALTH:OGAO 50:50 25,64 56,98 45,05 30,25 6,26 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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Figura 45. Comportamento térmico de fusão e recristalização das nanopartículas lipídicas (NL) 
secas a 25 °C. 
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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5.4.5 Conteúdo de gordura sólida  
O conteúdo de gordura sólida a 25 °C das nanopartículas lipídicas é apresentado na 
Figura 46. As nanopartículas formuladas com GALTH apresentaram maior conteúdo de 
gordura sólida. A redução do grau de saturação das bases lipídicas reduziu também o teor de 
gordura sólida das NL. As NL compostas de 50 % de óleo de girassol apresentaram os menores 
valores devido ao elevado teor de óleo líquido no sistema a 25 °C, o que corrobora com o 
comportamento térmico discutido anteriormente. 
 
 
Figura 46. Conteúdo de gordura sólida (%) a 25°C das nanopartículas lipídicas.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: Isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
a,b Letras minúsculas diferentes, entre os tipos de lipídeos, apresentam diferença significativa pelo teste 
de Tukey (p < 0,05). 
A,B Letras maiúsculas diferentes, entre os tipos de emulsificantes, apresentam diferença significativa pelo 
teste de Tukey (p < 0,05). 
 
5.4.6 Polimorfismo 
A forma polimórfica dos cristais presentes nas nanopartículas lipídicas, foi de difícil 
avaliação neste trabalho. Por apresentar 90% de fase aquosa, as NL tiveram que ser analisadas 
no difratômetro em temperatura de -25 °C, para que a água estivesse totalmente sólida no 
sistema. Porém, como pode ser visto em um exemplo na Figura 47, a análise de difração de 
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raio-x detectou picos de altíssima intensidade, que não são característicos de lipídeos. Esses 
picos de alta intensidade são provenientes dos cristais de gelo presentes na amostra a -25 °C, e 
que atrapalharam a visualização dos picos de gordura. Após detectarmos que os picos que 
apareceram nas amostras de NL em dispersão, eram de água, para evitar este problema, neste 
trabalho, o polimorfismo das NL foi avaliado com as amostras secas, assim como foram 
utilizadas nas análises de comportamento térmico. 
 
 
Figura 47. Difratogramas de raio-x das amostras de água, de nanopartículas lipídicas (NL) 
líquida e seca. 
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A Figura 48 apresenta os difratogramas de raio-x obtidos a 25 °C, das NL secas. 
Observa-se que as NLS (compostas somente de GALTH) e as CLN (compostas por misturas 
contendo gorduras lácteas GALTH: GAL) apresentaram hábito polimórfico β´e β na mesma 
proporção, que são caracterizados por short spacings a 4,5 Å (polimorfo β) e 4,2 e 3,8 Å 
(polimorfo β´). Enquanto que as CLN compostas por misturas lipídicas contendo OGAO em 
sua composição, apresentaram short spacings a 4,5, 3,8 e 3,7 Å, que são característicos de 
cristalização do polimorfo β. Na etapa de caracterização das bases lipídicas contínuas, 
observou-se que independentemente do tipo de mistura, todas as bases formuladas 
apresentaram cristalização em β´. No entanto, essas mesmas bases lipídicas, quando utilizadas 
para compor sistemas nanoparticulados, apresentaram-se parcialmente ou totalmente 
cristalizadas em β. Este efeito se deve possivelmente a diferença de escala, em que sistemas 
nanoparticulados, o OGAO pode ter interferido na cristalização da GALTH, levando uma maior 
estabilização, cristalizando na forma β. Adicionalmente, nota-se que o tipo de proteína utilizada 
como emulsificante, não interferiu na forma polimórfica da fase lipídica, o que é interessante 
do ponto de vista de aplicação, pois alguns emulsificantes, têm a característica de modificar a 
cristalização do sistema.  
 Em resumo, este estudo demonstrou o potencial da GALTH como fase lipídica 
apropriada para produção de nanopartículas lipídicas, em sistemas NLS e CLN. Estes sistemas 
podem servir para veiculação de diferentes compostos ativos, uma vez que o grau de 
organização da estrutura cristalina pode influenciar, tanto na estabilidade física, como na 
liberação durante os processos de digestão. 
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Figura 48. Difratogramas de raio-x obtidos a 25 °C, das nanopartículas lipídicas (NL) secas 
após 30 dias de estocagem a 25 °C.  
GALTH: Gordura anidra do leite totalmente hidrogenada; GAL: Gordura anidra do leite; OGAO: Óleo 
de girassol alto oleico; WPI: isolado proteico do soro de leite; NaCas: Caseinato de sódio. 
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6. CONCLUSÕES 
 
▪ A hidrogenação total da gordura do leite resultou em uma matriz lipídica com 
composição em ácidos graxos extremamente heterogênea (C4 a C24) e ponto de fusão 
de 46 °C. Estas características a diferenciam de qualquer hardfat de origem vegetal, e 
lhe confere a capacidade de estruturar e modular processos de cristalização de diferentes 
sistemas lipídicos, que podem ser aplicados em produtos como chocolates, spreads, 
produtos de base lipídica contínua ou emulsionada, sopas, recheios de biscoito, massas 
folhadas, produtos de confeitaria e sorvetes. 
 
▪ A técnica de spray chilling, utilizando a gordura anidra do leite totalmente hidrogenada 
(GALTH) resultou em micropartículas com formato esférico, superfície lisa e com 
ampla variação de tamanho. Quando estocadas a 25 °C, as micropartículas apresentaram 
maior tamanho e maior aglomeração, devido ao maior teor de gordura líquida no 
sistema, que facilita a aderência de uma partícula em outra. O tempo de armazenamento 
estudado (90 dias) não afetou as características físicas das micropartículas. 
 
▪ A adição de GAL e de OGAO à GALTH resultaram em bases lipídicas contínuas 
compatíveis, com diferentes graus de insaturações. A GALTH foi capaz de estruturar 
bases lipídicas contendo até 50% de óleo vegetal adicionado. Apesar das alterações no 
comportamento térmico de fusão e cristalização, a forma polimórfica β’ foi mantida em 
todas as proporções estudadas. 
 
▪ Todas as nanopartículas lipídicas obtidas por homogeneização a alta pressão 
apresentaram diâmetro médio menor que 200 nm. O tempo de armazenamento não 
afetou o tamanho das nanopartículas. As nanopartículas lipídicas estabilizadas com 
caseinato de sódio (NaCas) apresentaram maior estabilidade física em todos os tempos 
avaliados. A medida que o grau de saturação dos ácidos graxos foi reduzido, o tamanho 
das nanopartículas aumentou. A escala nanométrica modificou o polimorfismo das 
bases lipídicas que compõem as nanopartículas. Bases lipídicas contínuas que 
cristalizavam na forma β’, quando nanoparticuladas passaram a cristalizar na forma β. 
 
▪ De forma geral, a mudança de escala (base lipídica contínua, e em micro e 
nanopartículas lipídicas) manteve as características físicas da GALTH, exceto a sua 
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forma polimórfica (Figura 49). A hidrogenação da gordura do leite, a mistura com GAL 
e OGAO, e a obtenção de micropartículas por spray chilling não modificaram o hábito 
polimórfico natural da gordura do leite (β’). No entanto, em escala nanométrica, o 
tamanho foi reduzido em aproximadamente 1000 vezes quando comparado com a escala 
micrométrica, e resultou na mudança de empacotamento dos triacilgliceróis, 
promovendo uma cristalização mais estável, representada pelo aparecimento de um pico 
de cristais na forma β. Assim, novos estudos são encorajados para entender o efeito da 
diferença de escala no comportamento polimórfico da GALTH. 
 
 
Figura 49. Polimorfismo da GALTH na forma de base lipídica contínua, e em micro e 
nanopartículas lipídicas. 
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